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1 EPIDEMIOLOGÍA DEL CARCINOMA EPIDERMOIDE CUTÁNEO 
 
1.1 La epidemia de carcinoma epidermoide cutáneo 
 
Los tumores cutáneos son el tipo más frecuente de cáncer en humanos (Martinez and 
Otley, 2001). Alrededor del 97% de los cánceres cutáneos son de origen epitelial, 
fundamentalmente carcinoma basocelular y carcinoma epidermoide, conocidos 
genéricamente como cáncer cutáneo no melanoma (CCNM) (Nguyen and Ho, 2002). El 
carcinoma epidermoide cutáneo (CEC) es el segundo tipo de cáncer de la piel más frecuente, 
por detrás del carcinoma basocelular (Motley et al., 2002; Preston and Stern, 1992). Su 
incidencia se ha incrementado dramáticamente (Bennett et al., 2012; Lomas et al., 2012; Rigel, 
2014; Weinberg, 2012; Xiang et al., 2014), y se encuentra probablemente infraestimada, 
debido a la declaración incompleta de estos tumores en los registros de cáncer y a que  en un 
pequeño porcentaje son mortales. Un estudio reciente estima en más de 700000 los casos de 
CEC diagnosticados cada año en Estados Unidos (Karia et al., 2013a). El riesgo de desarrollar un 
CEC a lo largo de la vida se ha estimado entre un 7 y un 11% (Miller and Weinstock, 1994). Las 
tasas de incidencia varían mucho según el área geográfica, siendo más altas en Australia y 
Nueva Zelanda (Leiter and Garbe, 2008). Por ser una enfermedad de la piel muy frecuente y 
teniendo en cuenta su incidencia creciente, el CCNM y dentro de él, el CEC, se encuentra entre 
las formas de cáncer que generan más costes a los sistemas sanitarios (Bentzen et al., 2013; 
Housman et al., 2003), algo que aún resulta más evidente en pacientes transplantados (Ruegg 
et al., 2012). 
 
En la población blanca, el CEC se ha incrementado entre un 2 y un 8% desde 1960 
(Green, 1992). Este aumento podría estar relacionado con el incremento de la exposición al sol 
y a las lámparas artificiales de radiación ultravioleta (UV), las actividades al aire libre y el 
cambio en la moda de la ropa (Gloster and Brodland, 1996). La incidencia del CCNM aumenta 
con la proximidad al ecuador y su incidencia creciente se ha atribuido parcialmente al 
incremento en la dosis de radiación UVB, que alcanza la corteza terrestre debido a la alteración 
de la capa de ozono (Slaper et al., 1996). 
 
Algunos autores han sugerido que las queratosis actínicas (QA) no se transforman, 
convierten o progresan hacia el CEC, sino que consisten en la manifestación clínica reconocible 
más precoz de esta forma de cáncer cutáneo. Si se admite esta hipótesis, dado que las QA son 
varios miles de veces más frecuentes que el carcinoma basocelular, el CEC sería el cáncer 
cutáneo con mayor incidencia y el tumor maligno más frecuente en la población humana 
(Brand and Ackerman, 2000). Parece claro que el CEC es un tumor infravalorado y que,  en 
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algunas áreas del centro y el sur de los Estados Unidos, posiblemente las muertes por esta 
enfermedad sean comparables a las que se producen por carcinomas orofaríngeos, renales o 
por melanomas (Weinstock et al., 1991). Los pacientes con antecedentes de un CCNM, tienen 
un mayor riesgo de desarrollar un segundo CCNM que la población general (Dominguez-Cruz 
et al., 2013). Además, se ha identificado un mayor riesgo de desarrollar otras formas de cáncer 
entre los pacientes con antecedentes de CCNM según algunos estudios (Chen et al., 2008; Hug, 
2004; Jung et al., 2014; Rosenberg et al., 2004), aunque aún exista cierta controversia en este 
sentido (Alberg and Fischer, 2014; Grant, 2007).  
 
1.2 Factores de riesgo del carcioma epidermoide cutáneo 
 
La etiología del CEC es multifactorial y el riesgo de CEC depende de la interacción entre 
factores externos al organismo y de la respuesta de éste a dichos factores. Entre ellos 
enumeramos los siguientes: 
 
1.2.1 Radiaciones ultravioleta e ionizantes 
 
La exposición solar crónica parece ser el factor de riesgo más importante para el 
desarrollo del CEC (Epstein, 1983; Rigel, 2008). En torno al 80% de los casos de CCNM se 
producen en áreas de piel expuesta al sol, como cara, escote o dorso de las manos (Diepgen 
and Mahler, 2002). La radiación UVB (de 290-320nm de longitud de onda) es la principal 
responsable, junto con la radiación UVA (320-400 nm), de un aumento del riesgo de CEC 
(Molho-Pessach and Lotem, 2007). La radiación UVB se considera que induce tanto la iniciación 
como la promoción de la carcinogénesis cutánea, mientras que la radiación UVA parece 
comportarse más como un factor promotor (Molho-Pessach and Lotem, 2007; Rundel, 1983). 
El papel de la radiación UVA en la carcinogénesis cutánea es importante, dado que entre el 90 
y el 99% de la radiación UV que alcanza la tierra pertenece al espectro UVA. La influencia de la 
radiación UV en el desarrollo del CCNM y del CEC se ha demostrado claramente en el contexto 
de la exposición ocupacional (Diepgen et al., 2012), así como la utilización de cabinas de 
bronceado, que se han identificado como un factor de riesgo evitable de melanoma y CCNM, 
incluido el CEC (Abdulla et al., 2005; Cho et al., 2010; Junkins-Hopkins, 2010; Lever and 
Lawrence, 1995; Levine et al., 2005; Schulman and Fisher, 2009; Young, 2004) e incluso la 
exposición no laboral de otro origen, como el deporte al aire libre (Moehrle, 2008).   
 
A pesar de que la radioterapia se han utilizado ampliamente en el tratamiento del 
CCNM (Alam et al., 2011; Mendenhall et al., 2009), las radiaciones ionizantes también pueden 
inducir CEC, tanto en su exposición profesional (Yoshinaga et al., 2005), como terapéutica 
(Lindelof and Eklund, 1986; Ronel  et al., 2004). El periodo de latencia puede ser muy 
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prolongado e inversamente proporcional a la dosis total de radiación recibida (Karagas et al., 
2007). Los CEC inducidos por radiaciones ionizantes suelen ser del tipo fusocelular (Karagas et 
al., 2007). 
 
1.2.2 Factores étnicos y raciales 
 
Los individuos de piel clara tienen mayor riesgo de sufrir CEC (fototipo de Fitzpatrick I y 
II) y los individuos pelirrojos tienen un riesgo especial (Gallagher et al., 1995). El CCNM es raro 
en Asia, negros y sudamericanos, sin embargo, la mortalidad entre individuos negros se ha 
demostrado desproporcionadamente alta en comparación con su incidencia (Weinstock, 1993; 
Weinstock et al., 1991). Mientras la piel de cabeza y cuello expuesta al sol es la localización 
más frecuente de CEC en población blanca, las áreas no fotoexpuestas se encuentran más 
frecuentemente implicadas en negros, sugiriendo que la exposición a la luz solar es un factor 
etiológico menos relevante en este grupo (Mora and Perniciaro, 1981). Estos pacientes 
normalmente exhiben CEC en piel previamente dañada por cicatrices crónicas, úlceras, 
quemaduras…(Mora and Perniciaro, 1981). 
 
1.2.3  Sexo y edad 
 
Teniendo en cuenta el sexo, el CEC es más frecuente en varones y el riesgo se 
incrementa con la edad (Diepgen and Mahler, 2002).  
 
1.2.4  Inmunosupresión 
 
Junto a lo anterior, la inmunosupresión incrementa el riesgo de CCNM y de CEC. El 
riesgo es especialmente elevado en pacientes trasplantados de órganos sólidos (Atkar et al., 
2013; Clayton and Stasko, 2003; Mitchell, 2010; Muehleisen et al., 2013; Naldi et al., 2000; 
Tessari and Girolomoni, 2012), en los que además, tienden a ser más agresivos (Lott et al., 
2010) y con mayor riesgo de metastatizar (Euvrard et al., 2003; Euvrard et al., 1997; Martinez 
et al., 2003). Otras formas de inmunosupresión como neoplasias hematológicas (Brewer et al., 
2014), infección por VIH (Lobo et al., 1992) y los tratamientos inmunosupresores (Peyrin-
Biroulet et al., 2011), aunque de forma más modesta (Ariyaratnam and Subramanian, 2014), 
también han demostrado incrementar el riesgo de CEC (Hartevelt et al., 1990).  
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1.2.5 Carcinógenos químicos 
 
La exposición a carcinógenos químicos como el arsénico (Yu et al., 2006), los 
hidrocarburos, el tabaco en el cáncer de boca y de labio (De Hertog et al., 2001) y los 
psoralenos (Katz et al., 2002; Lim and Stern, 2005) también puede aumentar el riesgo de 
desarrollar CEC (Karagas et al., 2007).  
 
1.2.6 Cicatrices y procesos infecciosos e inflamatorios crónicos 
 
Además, varios trastornos cutáneos como las úlceras crónicas, las quemaduras, 
hidrosadenitis supurativa (Chandramohan et al., 2009; Gordon, 1977; Maclean and Coleman, 
2007; Mendonca et al., 1991), lupus discoide (Fatani et al.), liquen plano (Casparis et al., 2014; 
Fitzpatrick et al., 2014), liquen escleroatrófico (Sotillo Gago et al., 1977) y lupus vulgar 
(Kanitakis et al., 2006; Leocata et al., 2009; Motswaledi and Doman, 2007; Patrascu et al., 
2008; Zawirska et al., 2009) predisponen el desarrollo de CEC, con un curso más agresivo (Alam 




Fundamentalmente, la infección por virus del papiloma humano (VPH) (Andersson et 
al., 2012; Bernat-Garcia et al., 2014; Drvar et al., 2014; Mackintosh et al., 2009), especialmente 
en el área genital (Blomberg et al., 2012). Se han implicado sobre todo en la epidermodisplasia 
verruciforme, los carcinomas anogenitales (verrugosos), los carcinomas periungueales y la 
enfermedad de Bowen/papulosis bowenoide (Alam and Ratner, 2001).  
 
1.2.8 Enfermedades genéticas 
 
Algunas enfermedades genéticas como el xeroderma pigmentoso, albinismo, 
epidermodisplasia verruciforme y epidermolisis ampollosa distrófica recesiva, entre otros, 
predisponen al desarrollo del CEC (Diepgen and Mahler, 2002).  
 
1.2.9 Antecedentes de CEC previo 
Una vez que un paciente ha desarrollado un cáncer de piel, tiene un mayor riesgo de 
desarrollar un nuevo cáncer cutáneo en los años siguientes, siendo especialmente alto durante 
el primer año (Schreiber et al., 1990). En un estudio de seguimiento, el 52% de los pacientes 
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desarrollaron otro CCNM durante los 5 años posteriores al diagnóstico de CEC (Frankel et al., 
1992). 
 
1.2.10  Antecedentes de queratosis actínicas 
Mientras el carcinoma basocelular generalmente aparece de novo, es decir, sin lesión 
previa, el CEC puede aparecer sobre lesiones pre-existentes (QA y enfermedad de Bowen (EB)) 
(Diepgen and Mahler, 2002). En torno al 5-20% de las QA evolucionan a CEC tras 15 a 25 años 
de evolución (Marks et al., 1988), habiéndose estimado el riesgo anual de progresión de una 
única queratosis actínica a CEC entre el 0,075% (Marks et al., 1988) y el 0,53% según un 
estudio basado en pacientes con historia de múltiples CCNM (Criscione et al., 2009), siendo en 
individuos que presentaban múltiples QA persistentes durante más de un año el riesgo 
acumulado de desarrollo de CEC invasor probablemente mayor (Werner et al., 2013). Las tasas 
de regresión de lesiones individuales de QA se encuentran entre el 15 y el 63% anual, con tasas 
de recurrencia entre el 15 y el 53% (Werner et al., 2013) y la regresión espontánea de un 
campo de cancerización completo se produce entre el 0,7 y el 2% de los pacientes (Werner et 
al., 2013). Todo ello nos permite afirmar que algunos casos de CEC pueden prevenirse a partir 
del tratamiento de las QA. 
  




2 CARACTERÍSTICAS CLÍNICO-PATOLÓGICAS DEL CARCINOMA 
EPIDERMOIDE CUTÁNEO  
 
Desde el punto de vista clínico-patológico los CEC pueden clasificarse en dos grandes 
grupos: intraepidérmicos e invasivos. 
 
2.1 Carcinoma epidermoide cutáneo intraepidérmico “in situ”  
 
Clasicamente, se consideran dos variantes morfológicas distintivas: Enfermedad de 
Bowen y eritroplasia de Queyrat. La enfermedad de Bowen consiste en un CEC in situ, 
intraepidérmico localizado en la piel y en genitales femeninos (Bowen, 1912; Cox et al., 2007). 
Clínicamente, se inicia como elementos máculo-papulares, lenticulares, eritemato-parduzcos, 
que confluyen configurando una placa eritemato-descamativa, con pequeñas zonas 
queratósicas, de bordes bien definidos y crecimiento centrífugo, de evolución lenta durante 
años. La enfermedad de Bowen localizada en áreas expuestas al sol es más común y, 
habitualmente, menos agresiva que aquélla que se ubica en áreas no fotoexpuestas (Rigel, 
2006). Cuando se localiza en el pene (glande), se presenta como una placa eritematosa, 
brillante, de bordes bien definidos, y se denomina eritroplasia de Queyrat (Goette, 1976; 
Graham and Helwig, 1973; Schulze  et al., 1984). Motiva frecuentemente prurito y/o dolor y 
tiene tendencia al sangrado. Tiene mayor tendencia a la progresión hacía un CEC invasivo y a 
metastatizar.  
 
Sin tratamiento, la enfermedad de Bowen puede evolucionar a un carcinoma 
epidermoide invasor (3-8% de los casos), especialmente los casos que asientan en el área 
genital (eriptroplasia de Queyrat) (Arlette and Trotter, 2004; Bhawan, 2007). En esta etapa el 
potencial metastásico puede llegar de un 13% a un 20% (Arlette and Trotter, 2004). 
 
2.2 Carcinoma epidermoide cutáneo invasor 
 
Como ya comentamos, el CEC en la raza blanca se presenta habitualmente en ancianos 
y en áreas fotoexpuestas con importante daño actínico (Feldman and Fleischer, 2011), 
mientras en población negra tiende a localizarse en áreas no fotoexpuestas (Mora and 
Perniciaro, 1981). Asienta generalmente sobre una queratosis actínica y/o coexisten en el 
mismo área de cancerización, pudiendo hacerlo también sobre zonas de radiodermitis, úlceras 
y/o cicatrices crónicas, además de sobre zonas de infección vírica (HPV). A nivel de labios 
suelen asociarse a queilitis actínica y/o leucoplasia.  




Las queratosis actínicas se presentan como placas queratósicas, rasposas al tacto, no 
inflitradas, localizadas en áreas expuestas al sol en un campo de piel dañado “campo de 
cancerización” (Feldman and Fleischer, 2011; Malvehy, 2014). Suelen tener bordes mal 
definidos, aunque algunas lesiones pueden estar bien delimitadas, especialmente en formas 
hipertróficas. Normalmente, exhiben una base discretamente eritematosa y, en general, se 
palpan mejor que se ven (Alam and Ratner, 2001). Las QA pueden persistir, regresar o 
evolucionar hacia una forma invasiva de CEC (Chen et al., 2005b; Guenthner et al., 1999; Marks 
et al., 1986). Por lo tanto, los pacientes con este tipo de lesiones deben ser seguidos por el 
riesgo de desarrollar CEC invasivo.  
 
El crecimiento rápido, la infiltración de la base o la superficie erosiva (especialmente 
cuando se asocia a dolor), constituyen signos de alarma de transición de una QA a un CEC 
(Rigel, 2006). En su forma clásica, la mayoría de los CEC se presentan como un nódulo o placa 
infiltrada, de color de piel normal o eritematoso y superficie verrugosa o hiperqueratósica que 
es característica de la producción de queratina (Alam and Ratner, 2001). A medida que el 
tumor progresa, aumentan el tamaño, el espesor y la induración, presentando a la palpación 
una consistencia firme, cuyos límites se extienden más alla del margen visible, pudiendo estar 
adherido a planos profundos (Rigel, 2006). 
 
Existen diferentes variantes morfológicas: i) Cuerno cutáneo, que constituye la forma 
más frecuente de comienzo, presenta una base inflitrada y una zona central queratósica que al 
desprenderse deja una superficie sangrante, papilomatosa. ii) CEC ulcerado, se observa como 
una úlcera crateriforme de borde grueso, duro, eritematovioláceo y base infiltrada. iii) CEC 
cupuliforme, se presenta como una tumoración hemisférica, eritematosa que ocasionalmente 
se erosiona presentando costra serohemática. iv) CEC úlcerovegetante, se manifiesta por 
lesiones tumorales de gran tamaño, carnosas, friables, que sangran y se sobreinfentan 
fácilmente y v) CEC verrugoso, de bajo grado de malignidad y capacidad invasiva lenta, con sus 
tres formas clasicas de presentación: a) Carcinoma verrugoso plantar (carcinoma cuniculatum), 
la forma más frecuente, que puede confundirse durante años con una verruga plantar. Se 
observa en plantas de pies como lesión hiperqueratósica de crecimiento endofítico, que forma 
criptas profundas, múltiples, llenas de queratina, restos celulares y pus, con aspecto en 
madriguera. b) Carcinoma verrugoso anogenital (condilomatosis gigante de Buschke-
Lowenstein), se localiza habitualmente en glande y prepucio de varones no circuncidados. Se 
manifiesta como proliferaciones tumorales papilomatosas, vegetantes o verrugosas de gran 
tamaño, con gran tendencia a la recurrencia, sobre todo en la zona perianal. c) Carcinoma 
verrugoso oral (papilomatosis oral florida), se observa como múltiples lesiones vegentantes o 
verrugosas, eritematosas o blanco-amarillentas afectando cualquier zona de la mucosa oral. 
Pueden afectar también a esófago, laringe y cavidad nasal  (Rigel, 2006). 
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El CEC de labio suele aparecer en el labio inferior de varones, se ha considerado más 
agresivo y con una tasa de metástasis más alta que el que asienta en otras áreas faciales 
(Dinehart and Pollack, 1989). Normalmente, aparece sobre un área de queilitis actínica, que 
consiste en un zona mal definida de la semimucosa que aparece seca, queratósica, atrófica e 
irregularmente hipopigmentada (Cavalcante et al., 2008; Markopoulos et al., 2004). Cuando 
una queilitis actínica estable empieza a desarrollar eritema, induración y ulceración, debe 
descartarse la aparición de un CEC sobre ella (LaRiviere and Pickett, 1979; Morselli  et al., 
2007). Cambios más tardíos incluyen dolor, ulceración y crecimiento nodular. La mayoría de los 
carcinomas epidermoides del labio inferior aparecen sobre la parte central o discretamente 
lateral del bermellón. Las lesiones que asientan en la comisura oral son especialmente 
agresivas y, en torno al 20% de las mismas, presentan adenopatías manifiestas al diagnóstico 
(dos Santos et al., 1996; Frierson and Cooper, 1986; Mohs and Snow, 1985). Cuando un 
carcinoma epidermoide está ulcerado desde el principio, normalmente es pobremente 
diferenciado y es más probable que invada estructuras más profundas.  
 
Junto con el labio inferior, la oreja es una localización también considerada de alto 
riesgo en el CEC y ambas localizaciones se incluyen dentro de la séptima edición del estadiaje 
del CEC de la AJCC (American Joint Comminttee on Cancer)  como factores de al to riesgo que 
pueden modificar el estadio T de un CEC (Sobin et al., 2009). Otras localizaciones que confieren 
mayor riesgo, reconocidas por las guías de la NCCN (National Comprehensive Cancer Network)  
son las regiones preauriculares, sienes y nasal (NCCN, 2015).  
 
El carcinoma epidermoide de la cavidad oral es más difícil de reconocer (Effiom et al., 
2008; Gorzelnik, 1986; Lawoyin et al., 1997; Oliver et al., 1996; Rich and Radden, 1984; Tytor et 
al., 1990). Se localiza habitualmente en el suelo de la boca, la parte anterior de la lengua y el 
vestíbulo de la cavidad oral, especialmente en aquellos pacientes que mastican tabaco, y 
suelen asentar sobre zonas de leucoplasia (Tercedor et al., 1997). Cuando la leucoplasia es 
multifocal y/o exhibe un retículo rojizo, denominada entonces eritroleucoplasia, el potencial 
maligno es más alto. Las características clínicas del CEC de la cavidad oral son similares a 
aquéllas que exhibe el CEC del labio inferior, aunque la hiperqueratosis está normalmente 
ausente. Los carcinomas epidermoides de la cavidad oral son más agresivos que los que 
asientan en la piel y en el labio inferior, con una tasa global de metástasis del 20 al 70% 
(Montoro et al., 2008; Tralongo et al., 1999). Los factores de riesgo para el desarrollo de un 
carcinoma epidermoide de la cavidad oral son el tabaco (Bundgaard et al., 1994; Jovanovic et 
al., 1993), el alcohol (Bundgaard et al., 1994; Jovanovic et al., 1993), las infecciones por HPV 
(especialmente los tipos 16 y 18) (Feller et al., 2010a, b; Kashima et al., 1990; Miller and White, 
1996; Sugiyama et al., 2007; Syrjanen et al., 1988) y el liquen plano oral (Casparis et al., 2014; 
Lo Muzio et al., 1998; Marder and Deesen, 1982), junto a algunos síndromes hereditarios 
como el xeroderma pigmentoso (Neville and Day, 2002; Prime et al., 2001).  
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El carcinoma epidermoide anogenital es especialmente agresivo (Alam and Ratner, 
2001). Sus características clínicas incluyen el eritema, la irritación, el picor y el sangrado 
intermitente. Los tumores de pene suelen aparecen en el glande y suelen asociarse a falta de 
circuncisión, limpieza deficiente y enfermedades inflamatorias crónicas de la zona como el 
liquen escleroso (Thami and Kaur, 2003). La papulosis bowenoide puede ser también causa de 
degeneración a carcinoma epidermoide de la región anogenital (Chapel and Rahbari, 1980). El 
carcinoma epidermoide escrotal y vulvar se han asociado a la exposición ocupacional a breas y 
componentes similares. La infección por HPV también juega un papel importante en el 
carcinoma epidermoide anogenital (Syrjanen, 1984, 1986).  
 
La úlcera de Marjolin es un término empleado para describir al carcinoma epidermoide 
que aparece sobre una cicatriz o sobre un área de inflamación crónica de la piel (Cocchetto et 
al., 2013; Fleming et al., 1990). El diagnóstico precoz de estas lesiones es fundamental ya que 
son particularmente agresivas incluso en estadios precoces de la enfermedad (Fleming et al., 
1990; Karasoy Yesilada et al., 2013). Debe sospecharse cuando existe una nueva induración, 
elevación o erosión sobre una cicatriz o sobre una placa inflamatoria crónica estable. Es 
necesario descartar degeneración maligna en una úlcera crónica que se ha incrementado en  
tamaño o en espesor (Fleming et al., 1990). El periodo de latencia es de varios años (Karasoy 
Yesilada et al., 2013); en la piel previamente irradiada, el tiempo de latencia es más corto 
(Fleming et al., 1990). 
 
 Los CECs pueden producir destrucción local amplia y mutilante invadiendo estructuras 
profundas (músculo, cartílago y hueso) (NCCN, 2015) lo que también les confiere un mayor 
riesgo de desarrollar metástasis. 
 
2.3 Carcinoma epidermoide metastásico 
 
El carcinoma epidermoide metastásico es un problema médico importante por su mal 
pronóstico. La tasa de supervivencia para pacientes con metástasis regionales ganglionares de 
CEC a los 5 años está entre el 22% y el 56%, mientras que para las metástasis a distancia se 
estima en el 23% (Weinberg et al., 2007) El CEC tiende a exhibir inicialmente diseminación 
linfática y los pacientes presentan habitualmente adenopatías locorregionales. La mayoría de 
las metástasis ganglionares aparecen durante los 3 primeros años tras el diagnóstico. El riesgo 
global de metástasis del CEC es del 2 al 6%. El riesgo puede ser mayor del 47.5% dependiendo 
de algunos parámetros clínicos (localización, tratamiento previo, tamaño del tumor, 
inmunodepresión) e histológicos (infiltración perineural, invasión en profundidad y grado bajo 
de diferenciación). La recurrencia y el tamaño tumoral son considerados por algunos autores 
los dos factores pronósticos más imporantes para el desarrollo de metástasis de CEC (Rowe et 
al., 1992). En el apartado de factores pronósticos analizaremos algunas cuestiones aquí 
comentadas de manera más específica.    




3 ANATOMÍA PATOLÓGICA  DEL CARCINOMA EPIDERMOIDE 
CUTÁNEO 
 
El CEC incluye muchos subtipos con comportamientos clínicos diversos, que van desde 
tumores indolentes a otros mucho más agresivos, con un potencial metastásico significativo 
(Cassarino et al., 2006a, b). La anatomía patológica del carcinoma epidermoide de piel muestra 
una proliferación de células epiteliales escamosas eosinófilas, con cambios displásicos. La 
hipercelularidad, el aumento en la relación entre el núcleo y el citoplasma, la cromatina 
hipercromática, los nucléolos prominentes y aumentados, la arquitectura desorganizada y las 
mitosis atípicas son frecuentes. Se puede producir queratinización extracelular, como globos 
córneas, o en el interior de las células. En la superficie a veces se aprecian hiperqueratosis y 
ulceración. En las zonas más profundas del tumor pueden verse islotes o nidos de células 
tumorales, haces espiculados o células aisladas (siendo esto último típico de la variante en 
células fusiformes). El estroma que rodea al tumor puede ser desmoplásico. En casi todos los 
CEC, salvo en aquéllos con menor grado de diferenciación, se pueden ver desmosomas y 
producción de queratina, lo que contribuye a identificar su origen queratinocítico.  
 
El CEC in situ es totalmente intraepidérmico, mientras que las lesiones invasivas 
atraviesan la membrana basal (Yanofsky et al., 2011). El límite entre algunas formas de 
queratosis actínica y el carcinoma epidermoide puede ser sutil y para algunos se trata de un 
cambio progresivo. Las queratosis actínicas (QA) y el CEC in situ pueden tener una extensión 
folicular que puede ser responsable de la recurrencia de la lesión si se realiza una ablación 
demasiado superficial (Rigel, 2006).  
 
3.1 Clasificación histológica del carcinoma epidermoide cutáneo 
 
Existen varias formas de clasificar el carcinoma epidermoide en función del grado de 
diferenciación. Una de las más empleadas es la que propuso Jonhson en 1992, según la cual 
existe el CEC bien diferenciado, moderadamente diferenciado y el mal difere nciado (Johnson 
et al., 1992). Ésta es quizás la más práctica y la que más se utiliza. Según la clasificación de 
Broders (Broder, 1921), los tumores se dividen en cuatro grados, dependiendo del grado de 
queratinización, que van desde el grado 1 (con más del 75% de queratinización), hasta el 4 
(con menos del 25% de diferenciación). Los grados 2 y 3 corresponden a formas de 
queratinización intermedia (entre el 50 y el 75% en el grado 2; y entre el 25 y el 50% en el 
grado 3) (Wright, 2012). Desde el punto de vista clínico, lo más relevante son los dos extremos 
de diferenciación y queratinización, siendo de peor pronóstico aquéllos de grado más bajo y en 
los peor diferenciados, con un porcentaje mucho más alto de metástasis (17%), si se compara 
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con el de los bien diferenciados (0,6%) (Breuninger et al., 1990). No obstante, la mayoría de los 
CEC metastásicos son bien o moderadamente diferenciados debido a que son mucho más 
frecuentes que aquéllos mal diferenciados.  
 
Se puede observar infiltrado inflamatorio relacionado con el tumor aunque es 
controvertida su influencia en el pronóstico del mismo. En los pacientes con leucemia linfática 
crónica puede encontrarse un infiltrado inflamatorio prominente. Esta inflamación es en un 
75% de estirpe B, de naturaleza leucémica, y puede dificultar el diagnóstico del CEC, 
especialmente en los cortes congelados de la cirugía de Mohs (Mehrany et al., 2003). La 
elastosis solar es un signo objetivo de daño solar crónico que consiste en la degeneración 
basófila de las fibras de colágeno de la dermis reticular. Éste es un evento que se asocia con 
frecuencia al CEC (Corbalan-Velez et al., 2010), aunque no parecen exhibir implicaciones 
pronósticas, ni de otro tipo. 
 
La clasificación de tumores de la OMS reconoce diversas variantes del CEC, según 
criterios morfológicos (Weedon et al., 2005). A parte del CEC típico, existen los CEC de células 
fusiformes, adenoescamoso, acantolítico (adenoide, seudoganglionar) y verrucoso. El CEC 
adenoescamoso es clínicamente indistinguible de un CE típico. Existen pocos datos que 
indiquen que esta variante de carcinoma epidermoide sea más agresiva que otras formas de 
este tumor. El CEC adenoescamoso es una variante rara que se encuentra con frecuencia en 
genitales y que también se ha denominado carcinoma mucoepidermoide. Se trata de un CEC 
relativamente bien diferenciado que tiene espacios quísticos glandulares que secretan mucina. 
A diferencia del CEC acantolítico que solamente simula estructuras glandulares, éste es 
realmente glandular y contiene epitelio secretor de mucina. El CEC fusocelular es poco 
frecuente y se suele presentar en pacientes ancianos, afectando a zonas expuestas al sol. En el 
estudio histológico hay una proliferación densa de células fusiformes con escaso citoplasma 
eosinófilo y núcleos grandes. Presenta un crecimiento infiltrativo mediante haces, o incluso 
como células aisladas y los bordes suelen estar mal delimitados. Puede ser difícil de diferenciar 
histológicamente de otros tumores de células fusiformes como el pseudoxantoma atípico, el 
leiomiosarcoma e incluso el melanoma maligno, teniendo que recurrir al estudio 
inmunohistoquímico para realizar el diagnóstico diferencial Así, las células fusiformes del CEC 
suelen expresar citoqueratinas, aunque a veces pierden la diferenciación y pasan a expresar 
marcadores no epiteliales y propios de células de estirpe mesenquimal, tales como la 
vimentina, complicando el diagnóstico. El fibroxantoma atípico expresa vimentina, el 
leiomiosarcoma expresa desmina y el melanoma maligno S-100 y Melan-A. Esta variante de 
carcinoma epidermoide, debido a su pobre grado de diferenciación y a un mayor grado de 
transición epitelio-mesenquima, tiene mal pronóstico. El CE verrucoso se considera un subtipo 
de bajo grado de malignidad que como ya se dijo,  se encuentra en la cavidad oral y en la piel 
(plantas y genitales fundamentalmente). Clínicamente, es un tumor de crecimiento lento, 
aspecto verrucoso y gran tamaño. Histológicamente, la zona superficial presenta 
hiperqueratosis, papilomatosis, acantosis y paraqueratosis. Los queratinocitos proliferantes 
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bien diferenciados tienen una apariencia benigna engañosa. Aunque no se pueda ver un 
componente invasivo, las crestas interpapilares se extienden con profundidad en la dermis, 
con un patrón expansivo. La identificación del antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA) 
en el borde, puede ayudar a distinguir este crecimiento de otros CEC, que se tiñen de forma 
difusa (Weedon et al., 2005). 
 
Dado el escaso valor pronóstico de la clasificación de tumores de la OMS para el CEC 
(clasificación que es fundamentalmente morfológica), algunos autores han pretendido 
desarrollar nuevos modelos de clasificación que ayuden a distinguir las formas de CEC más 
agresivas, con fines terapéuticos. En este sentido, Cassarino y cols. clasificaron el CEC en 
función del grado de agresividad y pronóstico. De esta forma, dividieron a los carcinomas 
epidermoides en 3 grupos de riesgo: bajo (<2%), intermedio (3-10) o alto (>10%) de desarrollar 
metástasis (Cassarino et al., 2006a, b). Esta clasificación, no obstante es bastante compleja y, 
en cierto sentido, poco operativa. Tampoco analiza la biología molecular de los distintos tipos 
de carcinoma epidermoide y se limita a recoger experiencias bibliográficas previas. Según 
estos autores, el CEC se puede clasificar histológicamente de la siguiente manera: 1.) CEC de 
bajo riesgo: a.) CEC que aparece sobre una queratosis actínica; b.) CEC verrugoso; c.) CEC 
fusocelular de bajo riesgo. 2.) CEC de riesgo intermedio: a.) CEC acantolítico; b.) CEC tipo 
linfoepitelioma; c.) carcinoma intraepidérmico con fenómeno de Borstz-Jadassohn. 3.) CEC de 
alto riesgo: a.) CEC invasor que aparece sobre una enfermedad de Bowen; b.) CEC 
adenoescamoso; c.) carcinoma epidermoide que aparece sobre quiste tricolemal proliferante o 
sobre quiste epidérmico; d.) carcinoma epidermoide de novo; e.) carcinoma basoescamoso; f.) 
carcinoma epidermoide que aparece sobre zona previamente radiada o con un trastorno de 
inflamación cutánea crónica (Cassarino et al., 2006a, b). Aunque esta clasificación descriptiva 
es interesante, resulta poco útil a la hora de valorar series de casos de carcinoma epidermoide 
porque en la mayoría de los estudios no se utiliza para clasificar a estos tumores. En este 
sentido, hemos utilizado, por ser más operativa, la clasificación de Johnson, comentada con 
anterioridad, que hace referencia a tres grados de diferenciación del tumor (Johnson et al., 
1992) y que es la más empleada en la actualidad.    
 
El queratoacantoma es considerado por algunos una forma de CEC (Belisario, 1965; 
Brothers et al., 1960; Cohen et al., 1972; Savage and Maize, 2013; Schwartz, 1979). La 
distinción histológica del queratoacantoma y CE puede resultar compleja en ocasiones (Savage 
and Maize, 2013). El primero es una proliferación bien delimitada, difereciada, simétrica de 
epitelio escamoso. Superficialmente, existe un cráter con forma de copa, lleno de queratina. 
Existe mínima atipia celular o mitosis. Algunas veces se puede ver un infiltrado neutrofílico o 
eosinofílico moderado en la dermis adyacente. La presencia de marcaje positivo frente a PCNA 
en la periferia ayuda a distinguirlo de otras formas de tumor (Li and Lee, 1996; Tsuji, 1997). 
 
De todo lo anterior puede deducirse que los esquemas de clasificación basados en la 
apariencia clínica e histológica resultan arbitrarios al carecer de una conexión con la etiología, 
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la patogenia o el pronóstico del CEC. Los basados en el pronóstico resultan más prometedores 
dada la obvia utilidad potencial, no obstante teniendo en cuentaque las variables pronósticas 
son normalmente continuas, los puntos de corte suponen también, una cierta arbitrariedad 
(Weinstock, 1994).  




4 PRONÓSTICO DEL CARCINOMA EPIDERMOIDE CUTÁNEO 
 
La experiencia acumulada en el tratamiento del CEC mediante varios métodos ha 
permitido conocer mejor el pronóstico de la enfermedad. Los factores que influyen en el 
potencial metastásico del CEC incluyen factores clínicos e histológicos. Desde el punto de vista 
clínico, el pronóstico del CEC se encuentra influido por el tamaño horizontal del tumor, la 
localización, la recurrencia o no del mismo y el estadío inmunitario del paciente (Brantsch et 
al., 2008; Carter et al., 2013; Clayman et al., 2005; Cherpelis et al., 2002; dos Santos et al., 
1996; El-Husseiny et al., 2000; Frierson and Cooper, 1986; Jambusaria-Pahlajani et al., 2013; 
Jensen et al., 2009; Karia et al., 2013a; Karia et al., 2013b; Moore et al., 2005; Rowe et al., 
1992; Schmults et al., 2012, 2013; Vinicius de et al., 2011). Desde el punto de vista histológico, 
el pronóstico del CEC se encuentra influido por el espesor del tumor, el grado de diferenciación 
tumoral, la presencia o ausencia de infiltración perineural y linfovascular, y la escisión 
incompleta del tumor, entre otros (Brantsch et al., 2008; Carter et al., 2013; Clayman et al., 
2005; Cherpelis et al., 2002; dos Santos et al., 1996; El-Husseiny et al., 2000; Frierson and 
Cooper, 1986; Jambusaria-Pahlajani et al., 2013; Jensen et al., 2009; Karia et al., 2013a; Karia 
et al., 2013b; Moore et al., 2005; Rowe et al., 1992; Schmults et al., 2012, 2013; Vinicius de et 
al., 2011). 
 
4.1  Factores pronósticos clínicos del carcinoma epidermoide cutáneo 
 
4.1.1 Tamaño horizontal del tumor  
 
El tamaño de la lesión primaria ha sido descrito en múltiples estudios como un factor 
predictor importante para el desarrollo de metástasis ganglionares (Cherpelis et al., 2002; 
Kraus et al., 1998; Rowe et al., 1992). Un estudio clásico  estableció que los tumores de más de 
2 cms de diámetro tienen un riesgo 2 veces superior de dar lugar a recurrencia local (15.2 vs 
7.4%) y tres veces mayor de desarrollar metástasis (30 vs 9.1%) que los tumores más pequeños 
(Rowe et al., 1992). Otros estudios también han destacado la relevancia del tamaño tumoral 
horizontal en el pronóstico del CEC (Clayman et al., 2005; Cherpelis et al., 2002; Rowe et al., 
1992). Así, se ha establecido como punto de corte 2 cm de tamaño horizontal, a partir del cual 
existe un incremento de riesgo de desarrollo de metástasis ganglionar. Por el contrario, el 
tamaño tumoral horizontal < 2 cm actuaría como factor protector, de forma que CEC con 
tamaños inferiores a éste, en un paciente inmunocompetente, harían altamente improbable 
su diseminación a distancia (Martorell-Calatayud et al., 2013). 
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4.1.2 Localización  
 
Las áreas que muestran una mayor incidencia de CEC metastásicos son el pabel lón 
auricular y el área no mucosa de los labios (Veness et al., 2006). Otras localizaciones, que se 
podrían considerar de riesgo intermedio, incluirían el cuero cabelludo (principalmente la sien), 
el área perineal y genital y las partes acras (manos y pies) (Clayman et al., 2005). Por otra 
parte, es importante tener en cuenta que las áreas no fotoexpuestas como el periné, la región 
sacra y las plantas presentan mayor tasa de metástasis que las zonas de fotoexposición crónica 
(Motley et al., 2002). Según un estudio clásico de factores pronósticos en CEC se estableció 
que la localización influye en la capacidad de diseminación, en orden creciente: 1.) CEC que 
deriva de lugares expuestos al sol (excluyendo labio y oreja); 2.) CEC del labio; 3.) CEC de la 
oreja; 4.) CEC que deriva de zonas no expuestas. 5.) CEC que deriva de areas previamente 
radiadas o sometidas a daño térmico, úlceras crónicas, enfermedad de Bowen o procesos 
inflamatorios crónicos (Rowe et al., 1992). El peor pronóstico de los CEC localizados en labio es 
controvertido, así en la serie de Brantsch et al., no se demuestra que la localización en el labio 
inferior incremente el riesgo de mestástasis, lo que les lleva a destacar la relevancia del 
espesor del tumor como marcador pronóstico (Brantsch et al., 2008). Sin embargo, la 7ª 
edición del AJCC de estadiaje del CEC incluye las localizaciones de oreja y labio inferior dentro 
de los factores de mal pronóstico (Metchnikoff et al., 2012). 
 
4.1.3 Recurrencia.   
 
La recurrencia tumoral suele ir asociada a un mal pronóstico en los procesos 
neoplásicos cutáneos, habiéndose relacionado con un mayor riesgo de metástasis ganglionares 
en este tumor (Veness et al., 1999).  De esta forma, estudios comparativos en CEC recurrente 
frente a no recurrente, basados en la tasa de metástasis linfática a los 5 años de seguimiento 
(15% [CEC recurrente] vs 2% [CEC no recurrente]) concluyen que esta variable sea un factor 
importante de riesgo en el CEC (Huang and Boyce, 2004). Se ha demostrado que la recurrencia 
se relaciona con el tamaño tumoral, siendo mayor la tasa de recidivas en las tumoraciones de 
mayores dimensiones (Clayman et al., 2005). Además, los tumores recurrentes presentan con 
mayor frecuencia invasión perineural (24% vs 10%), invasión linfovascular (17% vs 8%) e 
invasión del tejido celular subcutáneo (30% vs 10%), comparado con lesiones no recurrentes 
(Clayman et al., 2005). Por otro lado, la recurrencia se asocia de forma relevante con la 
extirpación de un CEC con márgenes postquirúrgicos afectos. De esta forma, hasta el 50% de 
los pacientes con márgenes positivos recurrirá, con el consecuente riesgo incrementado de 
desarrollo de metástasis (Huang and Boyce, 2004).  
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4.1.4 Estado inmunitario del paciente 
  
En el caso de los pacientes sometidos a trasplante de órgano sólido (TOS), el CEC 
aparece con una incidencia 65 veces mayor con respecto a la población general, y representa 
el CCNM más frecuente (Veness et al., 1999). Las tasas de recurrencia, metástasis locorregional 
y de supervivencia relacionadas con el CEC difieren según el tipo de trasplante. Así, dentro del 
grupo de los pacientes sometidos a TOS, el trasplante cardíaco es considerado el de mayor 
riesgo para el desarrollo de CEC y específicamente de CEC de alto riesgo (CECAR) (Veness et al., 
1999). De forma decreciente en riesgo le seguirían el trasplante de pulmón, riñón e hígado. En 
cuanto a pacientes que presentan un proceso hematológico, aquéllos que tienen mayor 
tendencia a desarrollar CEC y CECAR son el grupo formado por sujetos con leucemia linfática 
crónica y linfoma linfocítico de célula pequeña (Mehrany et al., 2005). La incidencia acumulada 
de desarrollar un CEC se incrementa de forma progresiva con la duración de la 
inmunosupresión (incidencia del 7% tras un año de inmunosupresión, frente a un 45% a los 11 
años y un 70% a los 20 años). De la misma forma, hasta un 66% de los pacientes desarrollarán 
un segundo CEC en los primeros 5 años tras el desarrollo del primer CEC (Euvrard et al., 2006). 
La tasa de recurrencia del CEC es mayor en pacientes inmunodeprimidos (39% en 5 años de 
seguimiento) que en inmunocompetentes (15% en 5 años de seguimiento) (Veness et al., 
2006), y la tasa de mortalidad en pacientes sometidos a trasplantes alcanza el 5% comparado 
con una incidencia menor del 1% en pacientes inmunocompetentes (Martinez et al., 2003). 
Cuando estos datos se analizan en términos de supervivencia, los pacientes trasplantados de 
órganos con CEC metastásico muestran tasas de supervivencia del 56% a los 3 años de 
seguimiento, similar a la supervivencia de pacientes con carcinoma epidermoide no cutáneo 
de cabeza y cuello (Martinez et al., 2003). 
 
4.2 Factores pronósticos histológicos del carcinoma epidermoide 
cutáneo 
 
4.2.1 Espesor tumoral 
  
Actualmente, se considera al espesor tumoral como el factor predictor independiente de 
metástasis más importante, de forma que incrementos en el espesor tumoral se asocian con 
mayor riesgo de metástasis (Brantsch et al., 2008; Motley et al., 2002). El estudio clásico sobre 
factores prónosticos del CEC de Rowe, demostró que aquéllos tumores de más de 4mm de 
profundidad (excluyendo la capa córnea) o que se extienden hasta el tejido celular subcutáneo 
(Clark V), tienen un mayor riesgo de recurrencia (17,2%) y metástasis (47.5%) comparados con 
los tumores de menor espesor, que exhiben tasas de recurrencia y metástasis del 5.3% y 6.7%, 
respectivamente (Rowe et al., 1992). Por otro lado, el análisis obtenido a partir de la mayor 
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serie prospectiva de CEC publicada por Brantsch revela la existencia de 3 grupos de riesgo en 
función del espesor tumoral: i) el grupo de bajo riesgo, sería aquel formado por los pacientes 
cuyas tumoraciones presentasen un espesor tumoral menor o igual a 2 mm. Esta población 
presentaría un riesgo prácticamente nulo de desarrollar metástasis a distancia. ii) En segundo 
lugar, estaría el grupo de riesgo intermedio, compuesto por aquellos pacientes con CEC de 
espesor tumoral de entre 2 y 6 mm. Este subgrupo presentaría una incidencia de desarrollo de 
diseminación tumoral de un 4% a lo largo los siguientes 5 años de seguimiento. iii) Finalmente, 
el grupo de alto riesgo sería el formado por todo aquel paciente que presente un CEC cuyo 
espesor tumoral sea igual o superior a 6 mm. Esta población desarrollaría metástasis hasta en 
un 16% de los casos (Brantsch et al., 2008). En general, se aceptan los 4 mm de espesor como 
punto de corte más sensible para separar al CEC de bajo riesgo y el CEC de alto riesgo de 
diseminación sistémica (Martorell-Calatayud et al., 2013). Por otro lado, los CEC con espesor 
tumoral menor de 2 mm presentan un riesgo prácticamente nulo de desarrollar enfermedad a 
distancia. 
 
4.2.2 Grado de diferenciación tumoral  
 
El grado de diferenciación tumoral es un hallazgo que en el CEC, y de forma común con 
el resto de procesos oncológicos, presenta un valor importante en el establecimiento del 
pronóstico de un proceso neoplásico maligno. En un estudio de 571 pacientes con CEC se 
observó una diferencia significativa en la tasa de metástasis para tumores pobremente 
diferenciados frente a otros grados de diferenciación (17% vs 4%) (Rowe et al., 1992). Otro 
estudio con un elevado número de pacientes apoyó el mayor riesgo de malignización de 
aquellos CEC pobremente diferenciados frente a tumores moderadamente y bien 
diferenciados (44% vs 5%)(Cherpelis et al., 2002). El grado pobre de diferenciación tumoral se 
asocia a su vez con una mayor frecuencia de recurrencias precoces. Por otra parte, si bien la 
existencia de una mala diferenciación implica un aumento de riesgo de metástasis a distancia 
(2,9 veces mayor riesgo de metástasis y de muerte, comparado con la forma bien 
diferenciada), parece que una buena diferenciación tumoral también se puede asociar al 
desarrollo de enfermedad avanzada (Cherpelis et al., 2002; Jensen et al., 2009). Si analizamos 
el patrón histiopatológico del CEC, se distinguen determinados subtipos histológicos (CEC 
acantolítico, adenoide y de células aisladas) y son un factor de riesgo adicional a considerar 
junto al grado de diferenciación tumoral (Cassarino et al., 2006a, b). 
 
4.2.3 Infiltración perineural  
 
Se define como la situación en la que las células del tumor se disponen alrededor de 
una vaina nerviosa y se diseminan a través del nervio, ya sea hacia la zona superficial o 
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profunda (Garcia-Serra et al., 2003; Veness et al., 2006). Cuando la invasión es clínica los 
síntomas pueden ser paresias, parestesias, dolor o disestesias; la invasión histológica se 
aprecia en el estudio de la muestra una vez extirpada; ambos factores se asocian a una peor 
evolución. La explicación a este fenómeno es la diseminación del tumor a través de los nervios 
que se observa de forma parcheada. La invasión perineural se ha relacionado con una menor 
diferenciación del CEC y mayores tamaños tumorales. Todos los estudios coinciden en que la 
invasión perineural es un factor de mal pronóstico (Farasat et al., 2011). Los CEC con invasión 
perineural tienen un riesgo significativo superior de recidiva local, metástasis a distancia y 
muerte específica asociada a la enfermedad, que los CEC sin invasión perineural (Jambusaria-
Pahlajani et al., 2009).  
 
La infiltración perineural ocurre aproximadamente entre el 5 y el 10% de los pacientes 
con CEC, habitualmente como un hallazgo incidental (Clayman et al., 2005). Sin embargo, la 
evidencia histológica de afectación perineural (IPN) parece asociada con un incremento 
significativo en la tasa de recurrencia y de metástasis a distancia (Carter et al., 2013). Este 
hecho queda reflejado en un estudio realizado en la Clínica MD Anderson, en Texas, donde 
encontraron un incremento significativo tanto de metástasis regionales (35% vs 15%;), como a 
distancia (15% vs 3,3%) en pacientes con IPN comparados con aquéllos que no la mostraron 
(Goepfert et al., 1984). La importancia de la IPN no solo radica en el riesgo de diseminación 
locorregional, sino también en la morbilidad secundaria a la diseminación perineural por los 
nervios craneales, habitualmente el nervio facial y el trigeminal (Martorell-Calatayud et al., 
2013), y en una peor tasa de supervivencia en un seguimiento a 3 años (64% en CEC con IPN 
frente a un 91% en CEC sin IPN) (Frierson and Cooper, 1986; Garcia-Serra et al., 2003; McCord 
et al., 1999). La evaluación del riesgo de una infiltración perineural en el CEC variará en función 
del grosor de los nervios afectos y de la existencia de manifestaciones clínicas y/o radiológicas. 
Respecto al tamaño del filete nervioso, la infiltración de nervios de diámetro menor de 0,1 mm 
se asocia a un riesgo bajo de desarrollo de complicaciones locales o a distancia. Por el 
contrario, la presencia de filetes nerviosos infiltrados mayores de 0,1 mm, muestran mal 
pronóstico a corto y medio plazo (muerte específica por CEC en IPN < 0,1 mm = 0%; muerte 
específica por CEC en IPN > 0,1 mm = 32%)(Ross et al., 2009). Respecto a la evaluación clínica 
de la IPN ésta puede mostrarse como un hallazgo histológico incidental, sin síntomas 
acompañantes, o como una forma sintomática. En este último caso se manifestaría como dolor 
a la palpación, parestesias regionales, dolor agudo intermitente o dolor lancinante. Estudios 
obtenidos de datos de la universidad de Florida sugieren que los pacientes con IPN 
asintomática, no visible radiológicamente, presentan un mejor pronóstico comparado con 
pacientes que se presentan con IPN clínica o radiológicamente positivas (control local a los 5 
años del 87% frente a un 55% respectivamente) (Garcia-Serra et al., 2003). Un estudio reciente 
en el que se analizaron 114 casos de CEC con infiltración perineural a lo largo de 11 años, 
concluyó que en CECs con infiltración perineural con infiltración de filetes nerviosos pequeños 
(< 0,1mm de diámetro) quizás tengan un riesgo bajo de mal pronóstico en ausencia de otros 
factores de riesgo. La infiltración de nervios de mayor tamaño se asocia a un elevado riesgo de 
  INTRODUCCIÓN 
21 
 
afectación ganglionar y muerte por CEC, pero los autores postulan que esto también puede 
deberse al valor pronóstico de otros factores de riesgo asociados (Carter et al., 2013).  
 
4.2.4 Invasión linfovascular  
 
La infiltración linfovascular se define como la invasión de los vasos linfáticos y/o 
sanguíneos por células tumorales del carcinoma epidermoide. Los CEC con invasión 
linfovascular tienen un mayor riesgo de metástasis regionales. En un estudio se observó que el 
40% de los pacientes con metástasis linfáticas tenían invasión linfovascular, frente al 8% de los 
pacientes sin enfermedad metastásica  y que además era un factor predictivo de metástasis en 
el análisis multivariante (Moore et al., 2005).  
 
Estudios recientes, sugieren que la presencia de infiltración linfovascular pueden 
incrementar el riesgo de metástasis. Moore y colaboradores definieron la invasión 
linfovascular como un factor predictor independiente de desarrollo de metástasis ganglionar 
en un análisis multivariante   (Moore et al., 2005). En este estudio, el 40% de los pacientes con 
metástasis ganglionares presentaba invasión linfovascular en comparación con el 8% de 
pacientes sin adenopatías (Moore et al., 2005). Otros estudios, sin embargo, ponen en duda su 
impacto en el pronóstico (Cherpelis et al., 2002; Ross et al., 2009). Las consecuencias del CEC 
en los vasos linfáticos dérmicos, raramente descrito, es desconocida, pero parece que puede 
incrementar el riesgo de recurrencia y podría explicar el fenómeno de metástasis en tránsito 
(Martorell-Calatayud et al., 2013). La invasión vascular produce una diseminación a través de 
la vía hematógena. Las zonas de metástasis más frecuentes son los pulmones, el hígado, el 
hueso, el cerebro o la piel (Weinberg et al., 2007). Sin embargo, a diferencia de la invasión 
perineural, la invasión linfovascular no se considera en la mayoría de los trabajos, y por ello no 
se incluye en la última clasificación de la AJCC (Farasat et al., 2011).  
 
4.2.5 Escisión incompleta del tumor 
 
Una escisión incompleta de la tumoración y  por tanto, la persistencia de enfermedad, 
supone un factor de mal pronóstico. Hasta en el 50% de los pacientes con márgenes positivos 
el CEC reaparecerá por persistencia tumoral, con el riesgo subsiguiente incrementado de 
desarrollo de metástasis (Huang and Boyce, 2004). Ello parece relacionado con un riesgo de 
progresión tumoral subclínico, que favorecería su diseminación a distancia (de Visscher et al., 
2002). La decisión de observación en pacientes con CEC inadecuadamente extirpados, es decir, 
con un informe histológico que revele afectación de uno o más márgenes de la pieza 
quirúrgica, debe de ser evaluada con precaución, dada la elevada tasa de enfermedad nodal en 
las formas recurrentes. De hecho, en diferentes estudios de CEC diseminado a ganglios 
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linfáticos, entre el 45 y el 51% de los pacientes que desarrollaron metástasis nodales habían 
presentado recurrencia de la tumoración primaria (Brodland and Zitelli, 1992; Cherpelis et al., 
2002; Moore et al., 2005; Rowe et al., 1992). Por lo tanto, todo CEC debe ser intervenido 
quirúrgicamente hasta alcanzar márgenes libres de enfermedad (Veness, 2007). En caso de 
que la cirugía no pueda llevarse a cabo, otros tratamientos, principalmente la radioterapia, 
deberían ser planteados. 
 
 
Figura 1: Esquema de los factores de riesgo clínico-patológicos más importantes en el CEC.  
 
4.3  Otros factores pronósticos  
 




La ulceración no se ha estudiado extensamente en el CEC, y no se considera un 
parámetro reconocido de mal pronóstico en este tumor. No obstante, parece que los tumores 
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ulcerados suelen ser de mayor tamaño que aquéllos que no exhiben ulceración. En un estudio 
sobre los factores pronósticos histopatológicos en el CEC, se comprobó una caída en el tiempo 
hasta la recurrencia y hasta el desarrollo de metástasis en los tumores en los que se había 
demostrado ulceración microscópica (Petter and Haustein, 1998). Desde entonces, la 
ulceración no ha sido un parámetro evaluado rigurosamente en grandes series de CEC y su 
valor pronóstico es controvertido.  
 
b. Patrón de crecimiento del tumor 
 
El patrón de crecimiento se ha identificado como un factor pronóstico en el CEC 
(Frierson and Cooper, 1986; Frierson et al., 1988). El patrón de crecimiento infiltrativo se ha 
relacionado con agresividad en el CEC. Se ha definido como patrón de crecimiento infiltrativo 
aquel consistente en cordones de células que disecan los haces de colágeno o de células 
tumorales individuales que se independizan de la masa tumoral. En general, se demostró una 
correlacion entre patrones de crecimiento infiltrativo y tumores más probremente 
diferenciados y con mayor espesor (Frierson and Cooper, 1986). Ese patrón se ha relacionado 
con mal pronóstico en el carcinoma epidermoide oral (Soland et al., 2008). Se ha demostrado 
también este mal comportamiento en otras formas de carcinoma epitelial (Frierson and 
Cooper, 1986). El patrón de crecimiento infiltrativo no se ha incluido entre los factores de 
riesgo modificadores del estadio T del CEC, en parte por la ausencia de estudios con muestras 
representativas, debido a la ausencia de información relacionada con este fenómeno en la 
mayoría de las ocasiones en los informes histopatológicos. En general, el patrón de 
crecimiento infiltrativo se asocia también a la presencia de desmoplasia en el estroma (Salmon 




Se ha reconocido como factor pronóstico en el CEC la presencia de desmoplasia en el 
estroma del tumor. Se ha demostrado que la desmoplasia se asocia a carcinomas 
epidermoides localmente agresivos (Salmon et al., 2011). El CEC desmoplásico se identificó 
como una variante de mal pronóstico, y presentó 6 veces mayor riesgo de metástasis y 10 
veces mayor riesgo de recidiva local, en un estudio prospectivo de 594 pacientes con una 
mediana de seguimiento de 5,3 años (Breuninger et al., 1997). En un análisis multivariante a 
partir de una serie de más de 615 tumores se demostró que la desmoplasia era un factor de 
riesgo independiente para el desarrollo de recidiva local (Brantsch et al., 2008). La desmoplasia 
es un factor histopatológico de alto riesgo en el CEC que no se ha considerado hasta el 
momento en el estidiaje de los pacientes (Karia et al., 2013b).  
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d. Infiltrado inflamatorio 
 
El infiltrado inflamatorio en el carcinoma epidermoide no ha sido estudiado en 
profundidad, si bien existen trabajos aislados. No parece haberse encontrado demasiada 
significación pronóstica, aunque algunos estudios parecen indicar lo contrario. Así, se ha 
demostrado una posible asociación entre el tamaño del tumor, la profundidad de invasión de 
este y las características fenotípicas del infiltrado inflamatorio peritumoral, 
predominantemente linfocitario (Meneses et al., 1998). La presencia de mastocitos en el 
infiltrado inflamatorio se ha relacionado con un mayor desarrollo de angiogénesis en el 
estroma tumoral y, posiblemente, con el peor pronóstico de carcinoma epidermoide de 
mucosa oral (Coussens et al., 1999). Un estudio retrospectivo también en carcinomas 
epidermoides de mucosa oral, encontró una asociación entre el estadio TNM y algunas 
características histológicas como el grado de queratinización del tumor, el pleomorfismo 
nuclear y la intensidad del infiltrado inflamatorio peritumoral (Costa Ade et al., 2005). Más 
recientemente, se ha identificado una asociación entre la predominancia de macrófagos en el 
infiltrado inflamatorio peritumoral y la angiogéneses, atribuyéndoseles a estas células un papel 
protumoral y, consecuentemente, una implicación pronóstica (Sica et al., 2006). Otro estudio 
demostró la importancia de la inmunidad celular en el carcinoma epidermoide de mucosa oral 
a partir de una predominancia de células T y de macrófagos frente a linfocitos B en el infiltrado 
inflamatorio, sin diferencias significativas según el grado de diferenciación del tumor, aunque 
sin demostrarse significación pronóstica en función de las características del infiltrado 
inflamatorio (Vieira et al., 2008). El infiltrado inflamatorio de eosinófilos sí parece haber 
demostrado tener cierta significación pronóstica favorable en el carcinoma epidermoide de 
mucosa oral (Dorta et al., 2002). Finalmente, un estudio reciente parece atribuir un peor 
pronóstico a la presencia intensa de linfocitos T reguladores intratumorales en comparación 
con los citotóxicos, tal y como se ha demostrado en otras formas de cáncer (Azzimonti et al., 
2014). No obstante, los resultados que arrojan los estudios hasta el momento publicados a 
este respecto son controvertidos. Además, el diseño de los estudios ha sido muy distinto en 
cada caso de manera que no existen estudios que hayan validado lo demostrado en trabajos 
previos.  
 




El antígeno nuclear Ki-67 es un marcador de proliferación expresado únicamente en fases 
activas del ciclo celular, no se expresa en células en senescencia o reposo (se expresa en todas 
las fases del ciclo celular salvo en G0 y G1 temprana) (Healy et al., 1995). Por lo tanto, la 
cuantificación de su tinción en tejidos en parafina proporciona una estimación adecuada del 
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índice de proliferación de tumores individuales y de la fracción en crecimiento de una 
determinada población celular.  
 
La expresión de Ki-67 se correlaciona con la diferenciación, el espesor y la profundidad de 
invasión de CEC (Mansoor et al., 1996). Niveles de expresión más altos de Ki-67 se han 
demostrado en carcinoma basocelular recurrente (Healy et al., 1995), carcinoma epidermoide 
(Shimizu et al., 1999) y enfermedad de Bowen (Baum et al., 1994). Se ha demostrado que la 
expresión de Ki-67 y de P53 en el frente de invasión del carcinoma epidermoide de mucosa 
oral se relaciona con el grado de diferenciación histológico del tumor. A pesar del valor 
pronóstico demostrado por este marcador en diversas formas de cáncer, no parece tener valor 
pronóstico claro en el CEC en términos de recurrencia y metástasis de los tumores (Kanitakis et 
al., 1997), ni en  carcinoma epidermoide de pene (Stankiewicz et al., 2012). Otros trabajos han 
demostrado también utilidad pronóstica de la expresión de Ki -67 en el CEC como un marcador 
que indica que el tumor puede tener un pronóstico más desfavorable (Jensen et al.; Petter and 




La PODOPLANINA o D2-40 es una sialoglucoproteína de superficie que se detecta por 
inmunohistoquímica en diversos tipos celulares, incluyendo el endotelio linfático, las células 
germinales testiculares, las células dendríticas foliculares, las células intersticiales de Cajal, las 
células mioepiteliales y las células basales de epitelio glandular. Como marcador endotelial, se 
expresa en el citoplasma de las células del endotelio linfático del tejido sano y de 
malformaciones linfáticas, pero además su positividad apoya una diferenciación hacia el 
endotelio linfático de una serie de proliferaciones vasculares de histogénesis controvertida, 
como el sarcoma de Kaposi, el angioendotelioma papilar intralinfático (PILA) o tumor de 
Dabska, el hemangioendotelioma epitelioide y el hemangioma de células en tachuela. Se 
expresa también en las células neoplásicas de la mayoría de los angiosarcomas cutáneos en 
todas sus variantes clinicopatológicas (el de cara y cuero cabelludo en ancianos, el asociado a 
linfedema crónico, el secundario a radioterapia y el de células epitelioides) (Fuertes et al., 
2013b). Se utiliza también para demostrar la naturaleza linfática de los vasos conteniendo 
células neoplásicas en su luz en émbolos tumorales, tanto de tumores cutáneos primarios 
como de metástasis cutáneas. También es útil para diferenciar histopatológicamente 
neoplasias cutáneas primarias, especialmente adenocarcinomas anexiales, de metástasis 
cutáneas de adenocarcinomas de vísceras internas, ya que la podoplanina se expresa en las 
células neoplásicas de los primeros, pero no de los segundos (Liang et al., 2007; Plaza et al., 
2010). Por último, estudios recientes han propuesto utilizarlo este marcador junto con otros 
marcadores endoteliales, como Lyve-1 y CD31, en la predicción de metástasis en el ganglio 
centinela de melanomas, valorando la invasión intralinfática del tumor primario (Doeden et al., 
2009).  




En el CEC se ha demostrado que D2-40 marca más intensamente tumores con mayor 
potencial de desarrollar metástasis linfáticas y peor pronóstico (Toll et al., 2012). En dicho 
estudio, los autores sugirieron que el patrón infiltrativo y la sobre-expresión de D2-40 podría 
ser útil a la hora de definir el pronóstico del CEC, a partir de los resultados obtenidos de un 
análisis multivariante (Toll et al., 2012), factores de que no se tuvieron en cuenta a la hora de 
definir el estadio tumoral por la AJCC. El patrón de expresión más observado por estos autores 
consistió en tinción en las áreas periféricas del tumor y demostraron además una correlación 
entre la sobre-expresión de este marcador en el tumor y la tendencia al desarrollo de patrón 
de crecimiento tumoral infiltrativo (Toll et al., 2012). No obstante, el valor de D2-40 en el CEC 
aún está por determinar y se necesitan más estudios para validar los resultados prometedores 




La sobreexpresión de EGFR se relaciona con un peor pronóstico en el carcinoma 
epidermoide de cabeza y cuello (Ang et al., 2002; Maurizi et al., 1996; Mukaida et al., 1991; 
Niemiec et al., 2004; Ozawa et al., 1989). En el CEC, la sobreexpresión de EGFR parece 
participar en la adquisición de un fenotipo más agresivo, como se demuestra a partir de 
algunas series (Maubec et al., 2005; Shimizu et al., 2001). Se ha detectado pérdida de la señal 
de membrana de EGFR en el carcinoma epidermoide y acumulación citoplásmica del mismo 
(Groves et al., 1992), lo que puede reflejar mutaciones en EGFR. Hasta el 43% de los 
carcinomas epidermoides avanzados muestras sobreexpresión de EGFR (Fogarty et al., 2007) y 
se ha comprobado que la expresión intensa de EGFR se relaciona con un riesgo mayor de 
metástasis ganglionares en el CEC (Ch'ng et al., 2008). Algunos autores han considerado sobre-
estimado el valor pronóstico del EGFR en el carcinoma epidermoide de cabeza y cuello (Fischer 
et al., 2008), y otros han reconocido en estudios recientes una ausencia del valor pronóstico de 
este marcador en el CEC (Sweeny et al., 2011). En este sentido, parece necesario evaluar el 
valor de EGFR en el pronóstico del CEC, entre otras cosas porque además puede suponer una 
ventaja en el tratamiento de algunos pacientes gracias a las nuevas dianas terapeúticas. 
 
4.4 Estadiaje del carcinoma epidermoide cutáneo 
 
A partir de la utilización de varios de los factores pronósticos clínicos e 
histopatológicos se construye un estadiaje cuya última edición es la 7th de la AJCC (año 2010). 
En la Tabla 1 figura la clasificación de los parámetros T, N y M, según la séptima edición de la 
AJCC, y en la Tabla 2 se recoge el TNM derivado de dicha clasificación (Farasat et al., 2011). El 
TNM en el CEC ha sido validado en series de pacientes inmunocompetentes e 
inmunodeprimidos. Sin embargo, la inmensa mayoría de los tumores se clasifican como T2 y, 
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dentro de ellos, existe un subtipo con un riesgo bajo de desarrollar eventos durante el 
seguimiento, mientras existe otro grupo con un riesgo mucho más alto.  
 
En un estudio prospectivo, con una serie grande de pacientes (n=653), se le dio 
prioridad al espesor del tumor como base para establecer el estadio T. Los autores sugirieron 
que los tumores menores de 2 mm de espesor deberían ser clasificados como T1, los de 2 a 6 
mm como T2 y los de más de 6 mm como T3 (Brantsch et al., 2008). Estos autores 
demostraron que el espesor era capaz de discriminar mejor el riesgo de metástasis que otros 
factores de riesgo. No obstante, en la clasificación de la AJCC del año 2010, no se siguieron 
estas recomendaciones y sólo se realizaron cambios muy sutiles sobre la clasificación previa. 
Más recientemente, un estudio inicial sobre 256 casos sugirió la existencia de 4 factores de 
riesgo independientes en el pronóstico de pacientes con CEC (el grado pobre de diferenciación, 
el diámetro tumoral mayor de 2 cm, la presencia de infiltración perineural y la invasión más 
allá del tejido celular subcutáneo) (Jambusaria-Pahlajani et al., 2009). Estos factores se 
incorporaron para elvaborar un estadiaje alternativo del T. Los autores concluyeron que los 
tumores sin ninguno de los anteriores factores de riesgo debían considerarse T1; aquéllos con 
un único factor de riesgo T2a; los tumores que incluyeran 2 ó 3 factores de riesgo debían 
considerarse T2b y la presencia de 4 factores de riesgo y/o la invasión del hueso, T4 
(Jambusaria-Pahlajani et al., 2009). Los hallazgos iniciales se validaron posteriormente en una 
serie de 1818 pacientes, demostrando un valor predictivo mayor que el estadiaje estándar 
(Karia et al., 2013b). La comparación entre el sistema de estadiaje de la AJCC y el alternativo 
del Brigham and Women’s Hospital aparece en la Tabla 3. 
 
 T   
Tx  
T0 Sin evidencia de tumor primario 
Tis Carcinoma in situ 
T1 Tumor <2cm con <2 factores de riesgo 
T2 Tumor > 2cm o de cualquier tamaño con 2 o más factores de riesgo 
T3 Tumor que invade maxilar, mandíbula, órbita del  hueso temporal 
T4 Tumor que invade el esqueleto (axial o apendicular), o con invasión perineural de la base del cráneo 
N Nx Afec tación ganglionar desconocida 
N0 Sin metástasis ganglionares 
N1 Metástasis en un único ganglio ipsilateral <= 3 cm de diámetro  
N2a Metástasis en un único ganglio ipsilateral > 3 cm, pero < 6 cm de diámetro mayor 
N2b Metástasis en múltiples ganglios ipsilaterales , ninguno de ellos > 6 cm de diámetro mayor 
N2c Metástasis en ganglios linfáticos contralaterales, ninguno de ellos > 6 cm de diámetro mayor  
N3 Metástasis ganglionares > 6 cm de diámetro mayor 
M Mx Metástasis viscerales desconocidas 
M0 Ausencia de metástasis viscerales 
M1 Presencia de metástasis viscerales 
Tabla 1: Estadio TNM según la séptima edición de la AJCC.  




Estadio  T N M 
0 Is N0 M0 
I T1 N0 M0 
II T2 N0 M0 
III T3 N0-N1 M0 
T1-T2 N1 M0 
IV T1-T2-T3 N2 M0 
Cualquier T N3 M0 
T4 Cualquier N M0 
Cualquier T Cualquier N M1 
 
Tabla 2: Estadiaje según la séptima edición de la AJCC . 
 
 
Factores de riesgo relacionados con T 
Estadio T -2010 AJCC-  Estadio T -BWH- 
Espesor > 2mm Tamaño > 2 cm 
Infiltración perineural  Infiltración perineural  
Localización (Oreja/Labio 
inferior) 
Invasión más allá de la grasa 
Pobre grado de diferenciación Pobre grado de diferenciación 
  
<2cm (T1) 0 FR (T1) 
>2cm (T2)  1 FR (T2a) 
T1+2FR (T2)  2-3 FR (T2b) 
 4 FR o invasión hueso (T3) 
 
Tabla 3: Comparación del estadio T del CEC según la séptima edición de la AJCC y la clasificación 
alternativa del BWH. 
 
4.5 Mortalidad del carcinoma epidermoide cutáneo 
 
La falta de información de los certificados de defunción dificulta los estudios 
epidemiológicos directos. Se calculó una tasa de mortalidad ajustada por edad en la población 
de Rhode Island (EEUU) en 1970 de 0.26 por 100.000, pero en la mayoría de los casos no se 
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disponía de los datos para realizar este cálculo (Weinstock, 1994). En varones las tasas de 
mortalidad fueron mayores que en mujeres. La relación entre las tasas de mortalidad ajustadas 
por edad entre varones y mujeres fue de alrededor de 3.9. La mortalidad por CEC es mayor en 
raza blanca y en personas de edad avanzada. La letalidad es además mayor en los tumores de 
ciertas localizaciones como el oído, el labio o la región genital (Lewis and Weinstock, 2007; 
Weinstock, 1993). Mientras el melanoma es el causante del 90% de las muertes por cáncer de 
piel en pacientes menores de 50 años, en mayores de 85 años, la mayoría de las muertes por 
cáncer de piel se pueden atribuir al carcinoma epidermoide (Weinstock et al., 1991). Teniendo 
en cuenta el incremento en la esperanza de vida, es de esperar que el carcinoma epidermoide 
sea un problema aún mayor en el futuro, en consecuencia con los datos arriba expresados, 
aunque debemos considerar que la mortalidad debida al CEC parece haber disminuido en los 
últimos años, en parte debido a un diagnóstico más precoz de este tipo de tumor 
 
En un reciente estudio se ha sugerido un mayor riesgo muerte por otras formas de 
cáncer en pacientes con antecedentes de CEC (Johannesdottir et al., 2012), aunque estos datos 
no han sido validados en otros trabajos. Un estudio basado en la población norteamerican a 
estimó entre 3.932 y 8.791 las muertes por CEC en EEUU en el año 2012 (Karia et al., 2013a). 
Los autores concluyeron que en algunas áreas del centro y sur de los EEUU las muertes por 
CEC podían ser tan frecuentes como las debidas a carcinomas renales, orofaríngeos o 
melanoma (Karia et al., 2013a). No obstante, se precisan estudios basados en la población para 
validar esas estimaciones.  
 
Autor Diseño 
Tamaño de la muestra Pronóstico (%) 
Pacientes Tumores Riesgo de N+ Riesgo de MEE 
(Katz et al., 1957) 
Retrospectivo. Se investigó el 
riesgo de metástasis en pacientes 
con el diagnóstico de CEC (1946-
1950). Único centro 
413 577 2,6 - 
(Epstein et al., 1968) 
Retrospectivo multicéntrico (38 
centros). Se examinó el 
pronóstico de pacientes con 
diagnóstico de CEC (1942-1962) 
basado en el registro de tumores. 
6900 - 2 - 
(Chuang et al., 1990) 
Prospectivo poblacional. Investigó 
el pronóstico de pacientes con el 
diagnóstico de CEC (1976-1984). 
169 174 3,6 - 
(Schmults  et al., 2012) 
Retrospectivo. Evalúa el 
pronóstico de pacientes con el 
diagnóstico de CEC (1999-2009). 
Único centro. 
985 1832 3,7 2,1 
   
Media 3 2,1 
Tabla 4: Tabla que refleja los estudios sobre mortalidad en CEC: N+ (metástasis ganglionares), MEE 
(muerte específica por CEC)  
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5 PATOGENIA DEL CARCINOMA EPIDERMOIDE CUTÁNEO 
 
5.1 La teoría en múltiples fases  
 
El modelo clásico en múltiples fases (multistage) de carcinogénesis es útil en el 
conocimiento de la progresión desde QA a CEC (Balmain and Yuspa, 2014; Fearon and 
Vogelstein, 1990). De acuerdo con este modelo, mutaciones en un gen, habitualmente 
supresor tumoral, pueden conducir al desarrollo de una lesión precursora con mayor 
inestabilidad genómica o con pérdida de control del ciclo celular. Mutaciones adicionales en 
otros oncogenes y supresores permiten la adquisición de nuevas propiedades neoplásicas, 
conduciendo al desarrollo de un carcinoma invasor. El número de cambios genéticos 
requeridos para la transición desde un epitelio normal hasta un carcinoma metastásico se cree 
que se encuentra entre cuatro y seis (Balmain and Yuspa, 2014; Fearon and Vogelstein, 1990). 
Sin embargo, modelos de cultivo tridimensionales (3D) de piel humana han permitido 
comprobar que cambios en tan sólo dos proto-oncogenes podrían ser suficientes para el 
desarrollo del CEC (Dajee et al., 2003; Lazarov et al., 2002).  
 
5.2 Desde la queratosis actínica al carcinoma epidermoide cutáneo  
 
5.2.1 En queratosis actínicas y carcinomas epidermoides cutáneos existe 
inestabilidad genómica 
 
Estudios de pérdida de heterocigosidad en las QA han demostrado alteraciones 
genómicas en diversos loci como: 3p, 9p, 9q, 13q, 17p y 17q; lo que sugiere que una sustancial 
inestabilidad genómica ya es previa al desarrollo de un CEC invasor (Rehman et al., 1996). Sin 
embargo, los genes y los RNAs no codificantes afectados por estas alteraciones genéticas, aún 
no se han conectado con los mecanismos que conducen al cáncer. La pérdida de 
heterocigosidad también se ha observado en el CEC per se, en el brazo corto del cromosoma 9, 
en 13 de 16 tumores primarios (Purdie et al., 2007) y en algunas otras regiones cromosómicas 
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5.2.2 P53 se encuentra frecuentemente mutada en el carcinoma 
epidermoide cutáneo y parece ser el evento más precoz en el 
desarrollo de este tumor 
 
Al igual que otros tipos de cáncer, el CEC exhibe un control genómico deteriorado que 
facilita la adquisición de nuevas mutaciones (Hoeijmakers, 2001). Los mecanismos que 
conducen a la inestabilidad genómica en los queratinocitos probablemente resulten de la 
inactivación de P53 inducida por radiación UVB (Leffell, 2000; Ziegler et al., 1994), ya que en 
torno al 58% de los CEC presentan patrones de alteraciones genómicas inducidas por radiación 
UVB, como transiciones CC>TT y C>T (Brash et al., 1991). El papel de la proteína P53 en la 
carcinogénesis inducida por UVB se ha confirmado en un modelo murino deficiente en el gen 
de p53 (p53-/-), que exhibe una elevada propensión al desarrollo de lesiones tipo QA y de CEC 
en respuesta a la radiación UVB (Jiang et al., 1999). Desde las observaciones iniciales de las 
mutaciones inducidas por radiación UVB en P53, otros grupos han confirmado la existencia de 
mutaciones en este mismo gen en un porcentaje significativo de CEC (Kubo et al., 1994; Nelson 
et al., 1994; Ziegler et al., 1994). 
 
P53 (locus 17p13) codifica  un factor de transcripción conocido como el “guardian del 
genoma” (Lane, 1992; Levine and Oren, 2009), por sus implicaciones en el mantenimiento de 
la homeostasis celular, y es el gen más frecuentemente alterado en tumores humanos 
(Vogelstein et al., 2000). P53 se expresa constitutivamente en la célula de manera inactiva a 
bajas concentraciones, pero sus niveles celulares aumentan y adquieren un estado activo ante 
diferentes situaciones de estrés celular, como los daños directos sobre el DNA, erosión de 
telómeros, hipoxia y estrés oxidativo (Fuster et al., 2007; Vousden and Lane, 2007). El principal 
mecanismo a través del que P53 ejerce su función es como factor de transcripción de genes 
implicados en parada del ciclo celular, senescencia y apoptosis (Riley et al., 2008). P53 induce 
la parada del ciclo celular directamente (el-Deiry et al., 1993) o a través de alguno de sus genes 
diana (Vogelstein et al., 2000; Zilfou and Lowe, 2009). Además, ante determinadas situaciones 
de estrés o ante daños que no pueden ser reparados, P53 puede inducir senescencia celular, a 
través de la activación de la expresión de PAI-1 (inhibidor de la activación del plasminógeno 1) 
(Vousden and Prives, 2009).  
 
P53 se encuentra habitualmente mutado en las QA, lo que demuestra que las lesiones 
displásicas han adquirido mutaciones genéticas iniciales antes de convertirse en un CEC 
invasor (Leffell, 2000; Ortonne, 2002). Estudios adicionales han demostrado una prevalencia 
elevada  (74%) de mutaciones en P53 en piel fotoexpuesta, clínicamente normal, frente a piel 
no fotoexpuesta (5%) (Nakazawa et al., 1994), preparando el escenario para la adquisición de 
nuevas mutaciones que conduzcan a la carcinogénesis. De acuerdo con estos hallazgos, el 40% 
de los CEC in situ exhiben mutaciones en P53, lo que indica que la alteración de P53 se 
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produciría previamente a la invasión tumoral (Campbell et al., 1993). En contraste, otros 
tumores desarrollan mutaciones en P53 como un evento tardío en su desarrollo (Baker et al., 
1990). Estudios de inmunohistoquímica de QA, para determinar los niveles de P53, han 
demostrado resultados variables, pero muchos de ellos muestran un incremento en los niveles 
de P53 que probablemente se deban a la mayor estabilidad de la proteína P53 mutante 
(Einspahr et al., 1999). Sin embargo, son necesarios más estudios para intentar conectar 
mutaciones específicas de P53 encontradas en las QA con las características funcionales de la 
proteína y su estabilidad. 
 
5.2.3 La vía de las MAPK es central en el desarrollo del carcinoma 
epidermoide cutáneo, se encuentra precozmente alterada y exhibe 
cross-talk con otras vías importantes de señalización 
 
Se han demostrado mutaciones activadoras y amplicaciones del oncogen RAS tanto en la 
QA como en el CEC (Bizub et al., 1988; Pierceall et al., 1991; Quintanilla et al., 1986). Las 
moléculas RAS son pequeñas proteínas G de unión a GTP, cuyos genes se encuentran más 
habitualmente mutados en diversos cánceres (Cox and Der, 2011). RAS es un activador 
superior de la vía de las RAS/RAF/MEK/ERK1/2 quinasas, y mutaciones activadoras en este gen 
serían capaces de promover el desarrollo del CEC (Khavari, 2006). Las mutaciones 
características afectan a los codones 12, 13 y 61 de H-Ras y parecen exhibir la impronta de la 
exposición a la radiación UVB (Pierceall et al., 1991). La importancia de la vía de señalización 
de las MAPK es central y de hecho, aparte de jugar un papel importante en la regulación del 
ciclo celular, exhibe una interacción o cross-talk con otras vías de señalización, algunas de las 
cuales tienen importancia per se en el desarrollo del CEC, entre ellas, la vía del EGFR (Jost et 
al., 2001), la del CXCR4/CCXCL12, la de la diferenciación de los queratinocitos (Jost et al., 2001) 
y en la vía de señalización de PTEN (To et al., 2005). Además, las implicaciones de la vía de las 
MAP kinasas en el desarrollo del CEC se ha visto recientemente corroborada por los hallazgos 
en pacientes con melanoma tratados con inhibidores de BRAF, en los que por una activación 
aberrante de la vía se producen secundariamente CEC (Anforth et al., 2013).  
 
5.2.4 EGFR se encuentra activado de manera aberrante en el carcinoma 
epidermoide cutáneo 
 
La activación aberrante del receptor del factor de cremiento epidérmico (EGFR) 
también se observa en el CEC (Toll et al., 2010) y se ha descrito que regularía negativamente a 
P53 a través de un mecanismo dependiente de c-Jun (Kolev et al., 2008; Zhao et al., 2009), lo 
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que revela otro mecanismo de control de P53 en el CEC y permitiría un cross-talk entre las vías 
de ambas moléculas.   
 
EGFR (locus 7p12) pertenece a la familia de receptores tirosinquinasa ERBB (Gschwind 
et al., 2004) y consta de cuatro dominios funcionales, entre ellos uno intracelular con actividad 
tirosina quinasa (Zandi et al., 2007). Los principales ligandos del EGFR son EGF y TGF-alfa 
(Uribe and Gonzalez, 2011). EGFR activa rutas de señalización responsables de diferentes 
funciones celulares como la proliferación, la migración, la evasión de la apoptosis o la 
angiogénesis (Mitsudomi and Yatabe, 2009; Zhang et al., 2006). Las principales vías de 
señalización activadas por EGFR son las vías de señalización PI3K/PTEN/AKT y la vía de las MAP 
quinasas RAS/RAF/MEK/ERK (Chappell et al.; Gschwind et al., 2004), que se encuentran 
frecuentemente alteradas en cáncer, incluido en el  CEC (Ratushny et al., 2012). Se han 
demostrado niveles reducidos de inositol-5’-polifosfato fosfatasa en las QA, lo que podría 
resultar en un incremento en la activación de la vía de señalización PI3K/AKT (Sekulic et al., 
2010). 
 
El gen EGFR se encuentra amplificado y/o mutado en un gran número de tumores 
(Yarden and Pines, 2012). En los queratinocitos produce proliferación celular con un 
incremento de la celularidad de la epidermis y del grosor epitelial (Cohen, 1965; Jost et al., 
2000). Puede inducir el bloqueo de la diferenciación de los queratinocitos en ciertas 
condiciones experimientales (Jost et al., 2000). Induce la migración de queratinoctios normales 
y aumenta supervivencia y su resistencia a la apoptosis (Rodeck et al., 1997).  
 
Varias observaciones indican que las anormalidades en la expresión del EGFR y/o de 
sus ligandos son características comunes a diversos procesos hiperproliferativos de la piel y a 
las neoplasias epiteliales (Serewko et al., 2002). Por ejemplo, en la piel con psoriasis, EGFR se 
sobreexpresa no sólo en la capa basal del epitelio, sino también en las capas suprabasales 
(Gottlieb et al., 1988). La sobreexpresión del TGFalfa (uno de los ligandos de EGFR) induce 
hiperplasia, hiperqueratosis y el desarrollo de papilomas y de CEC en modelos murinos 
(Dominey et al., 1993); y la expresión de EGFR es necesaria para el mantenimiento de la 
población de queratinocitos basales proliferativos en tumores cutáneos en modelos animales 
(Hansen et al., 2000). En el carcinoma epidermoide de cabeza y cuello se observa 
frecuentemente la sobrexpresión de EGFR o de sus ligandos (Derynck et al., 1987; Maurizi et 
al., 1992), lo que sugiere que esa vía se encontraría constitutivamente activada en estos 
tumores, y se relacionaría además con un peor pronóstico. También se ha visto 
sobreexpresado en la mucosa normal adyacente al tumor en pacientes con CE de cabeza y 
cuello (Ang et al., 2002; Maurizi et al., 1996; Mukaida et al., 1991; Niemiec et al., 2004; Ozawa 
et al., 1989).  
 
En el CEC, la sobreexpresión de EGFR parece participar en la adquisición de un fenotipo 
más agresivo, como se demuestra a partir de algunas series (Maubec et al., 2005; Shimizu et 
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al., 2001). Se ha detectado pérdida de la señal de membrana de EGFR en el CEC y la 
acumulación citoplásmica del mismo (Groves et al., 1992), lo que podría reflejar mutaciones en 
el gen de EGFR. Hasta el 43% de los CEC avanzados muestran sobreexpresión de EGFR (Fogarty 
et al., 2007). La sobre-expresión de EGFR en el CEC puede reflejar la mutación del receptor con 
acumulación citoplasmática del mismo o la sobreexpresión del receptor en la membrana de la 
célula tumoral. Otros mecanismos que justificarían la sobrexpresión de EGFR podrían ser la 
existencia de proteínas cuya sobreexpresión reduciría la infrarregulación del receptor mediada 
por ligando, un proceso crítico en la regulación de la intensidad y la duración de la señal de 
receptores tirosina quinasa, y además parece que EGFR podría activarse por radiación UV (El-
Abaseri et al., 2005). La sobrexpresion de EGFR se ha demostrado relevante en el CEC 
metastásico (Maubec et al., 2005); por ello el EGFR constituye una diana terapeútica 
prometedora en el CEC metastásico, dada su relevancia en su desarrollo y agresividad y gracias 
a la existencia actual de moléculas anti-EGFR (Alter et al., 2014; Ganesan et al., 2014; 
Jarkowski et al., 2014).  
 
5.2.5 P16 y progresión a carcinoma epidermoide epidermoide cutáneo de 
las lesiones displásicas no invasoras  
 
La pérdida de heterocigosidad de P16 (un gen supresor de tumores que asienta en en 
el brazo corto del cromosoma 9 (locus 9p21)) parece implicada en la progresión desde 
queratosis actínica a CEC (Mortier et al., 2002). De hecho, la pérdida de función de P16 se 
observa más frecuentemente en el CEC que en las QA (Burnworth et al., 2007; Nindl et al., 
2007; Pacifico et al., 2008). P16 es una proteína de bajo peso molecular, inhibidor de quinasas 
dependientes de ciclina, producto del gen TSG p16/INK4 (Serrano, 1997). Induce la 
fosforilización del producto del gen del retinoblastoma (pRb) que actúa como regulador 
negativo del ciclo celular (Serrano, 1997). P16 es un gen supresor tumoral que se encuentra 
frecuentemente inactivado en tumores humanos, incluido en cáncer cutáneo (Serrano, 1997). 
 
En la piel normal, P16 se expresa sólo en la capa granulosa (Nakamura and Nishioka, 
2003). Dicha expresión de P16 protege a las células epidérmicas de la apoptosis en respuesta a 
la radiación UV (Chazal et al., 2002). P16 puede inducirse experimentalmente en epidermis 
irradiada con UVB, a las 24, a las 48 y con un pico a las 72-120 horas (Ahmed et al., 1999). 
Experimentalmente, la radiación UV aislada y/o repetida induce la expresión de P16 (Wang 
and Becker, 1996).  
 
Dentro del CCNM P16 se ha demostrado su implicación en la patogenia tanto en el CEC 
como en el BCC. En el CEC, P16 muestra un incremento progresivo de su expresión con la 
transición desde queratosis actínica a CEC in situ e invasor (Hodges and Smoller, 2002). Los 
análisis mutacionales en el gen de P16 revelan alteraciones que sugieren la impronta de la 
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acción de la radiación UV (Armstrong and Kricker, 2001; McGregor et al., 1991; Soufir et al., 
1999). Por otra parte, P16 se ha relacionado con la senescencia de los queratinocitos normales 
y con la patogenia del carcinoma epidermoide y las lesiones premalignas de la mucosa oral 
(Parkinson, 2010).  
 
5.2.6 CXCR4 está involucrado en el desarrollo de metástasis en algunas 
formas de cáncer y podría estar implicado en la patogenia del CEC 
 
CXCR4 es un receptor de quimiocinas y como tal, es una proteína con siete dominios 
transmembrana que interaccionan con citocinas implicadas en la quimiotáxis celular, 
concretamente en este caso con CXCL12 (Laing and Secombes, 2004). La activación de los 
receptores de quimiocinas conduce a cambios en el citoesqueleto y a la migración celular 
dirigida hacia la fuente de quimiocinas (Takabayashi et al., 2009). Las quimiocinas tienen un 
papel importante en la progresión de un gran número de formas de cáncer, estimulando la 
proliferación, invasión y metástasis; y atraen las células cancerosas hacia los ganglios linfáticos 
y hacia órganos como el hígado, el pulmón y la médula ósea, todos los cuales son fuentes 
primarias de citocinas (Balkwill, 2004; Schimanski et al., 2006).  
 
CXCR4 es el receptor específico de CXCL12 (también conocido como SDF-1 o factor 
derivado de estroma 1), implicado en la quimiotaxis de linfocitos hacia áreas de inflamación y 
de células tumorales. Se ha demostrado que la interacción CXCR4/CXCL12 tiene un papel 
importante en la carcinogénesis, por estar relacionada con la angiogénesis, la invasión y la 
migración celular en varios carcinomas. Se conoce que CXCR4 influye en el desarrollo de 
metástasis, regulando la migración de células tumorales que lo expresan, a tejidos que liberan 
CXCL12, favoreciendo las metástasis órgano-específicas (Muller et al., 2001). Además, la 
hipoxia activa la expresión del factor inducible por hipoxia-1 (HIF-1), un factor de transcripción 
que activa la expresión de CXCR4 en las células tumorales (Staller et al., 2003).  
 
Aunque CXCR4 suele localizarse primariamente en el citoplasma (Delilbasi et al., 2004; 
Meng et al.), se ha demostrado también su expresión homogénea en citoplasma y en el núcleo 
de células en carcinoma epidemoide de cabeza y cuello (Wang et al., 2005); y se ha postulado 
que la translocación de CXCR4 al núcleo regularía la expresión de genes implicados en la 
migración célular y la transición epitelio-mesénquima (Albert et al., 2012; Wang et al., 2005). 
CXCR4 se expresa en queratinocitos basales y se ha relacionado con procesos inflamatorios, 
incluido el proceso reparativo de la piel tras una herida. Su papel en el CEC no es bien 
conocido, pero se ha demostrado su importancia en otras formas de cáncer, incluido en el 
carcinoma epidermoide de cabeza y cuello (Albert et al., 2012).  
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5.2.7 Célula de origen del carcinoma epidermoide cutáneo    
 
En el bulbo del folículo piloso y en la capa basal del epitelio interfolicular las células 
stem epidérmicas tienen la capacidad de autorrenovación y de diferenciación, y se han 
postulado como posibles células de origen del CEC (Kamstrup et al., 2007). No obstante, en un 
modelo de carcinogénesis química de CEC, el 7,12-dimetil-1,2-benzantraceno (DMBA) inició la 
formación tumoral en la epidermis en ratones tratados con 5-fluoro-uracilo (5FU), que mata 
activamente células en fase activa del ciclo celular. Estos datos sugieren que los tumores 
derivan de una subpoblación de células insensibles a 5FU más que de las células epidérmicas 
proliferativas (Bailleul et al., 1990). Cuando el oncogen Hras se expresa en células suprabasales 
de la epidermis de ratón, bajo el control del promotor de la queratina 10, sólo se desarrollan 
papilomas benignos (Bailleul et al., 1990). Sin embargo, cuando dicha expresión se produce en 
la capa basal, bajo el promotor de la queratina 5, se desarrollan CEC en el ratón adulto (Brown 
et al., 1998). Aún teniendo en cuenta las diferencias entre ratones y humanos, de lo anterior se 
deduce que son necesarias más investigaciones para determinar las características específicas 
de la célula a través del la cual se propaga dicho tumor.  
 
5.2.8 P63 participa en el mantenimiento del fenotipo stem y en el desarrollo 
de los queratinocitos y tiene importancia en la patogenia del 
carcinoma epidermoide cutáneo 
 
Dada la importancia de las células stem epidérmicas en el desarrollo del CEC, resulta 
interesante evaluar la potencial influencia de estos marcadores en el desarrollo del CEC.  P63 es 
una proteína de la familia de P53, que tiene un papel fundamental en el desarrollo de los 
queratinocitos y en el mantenimiento del fenotipo stem. Parece fundamental para regular la 
diferenciación de las células en la piel normal, expresándose en el núcleo de la capa basal y 
estratos suprabasales inferiores fundamentalmente (Fuertes et al., 2013a). P63 (locus 3q28) 
tiene una estructura similar a P53 (Petitjean et al., 2006; Yang and McKeon, 2000). Mediante el 
uso alternativo de sus dos promotores se generan dos clases de isoformas, TAp63, que es la 
isoforma larga y completa, y ΔNp63 que es la isoforma corta, carente del dominio de 
transactivación. Las isoformas TAp63 tienen una homología elevada con P53 y son capaces de 
transactivar genes diana de P53 (Yang and McKeon, 2000). Por otra parte, las isoformas ΔNp63 
promoverían el crecimiento celular y protegerían a las células de la apoptosis, mediante la 
activación de genes EGFR, JAG1 o Hsp70, y a través de su función dominante negativa al 
contrarrestar la actividad de la isoforma TAP63 y de P53 (Finlan and Hupp, 2007; Yang and 
McKeon, 2000). De esta forma, TAp63 actuaría como supresor tumoral y ΔNp63 como un 
oncogén (Melino, 2011).  
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P63 regula un elevado número de genes y juega un papel fundamental en el desarrollo 
epitelial, así como en la regulación del ciclo celular, la respuesta a daños en el DNA, la 
senescencia, la apoptosis y el desarrollo tumoral (Mills, 2006; Moll and Slade, 2004).    
 
A pesar de la clara influencia que tiene P63 sobre el desarrollo de los queratinocitos en 
la piel normal, su influencia sobre el desarrollo del CEC es menos conocida. No obstante, se ha 
demostrado que P63 se expresa con frecuencia en el CEC indiferenciado (fusocelular) (Dotto 
and Glusac, 2006), que no necesariamente ha perdido las características epiteliales.  
 
5.2.9 CD44 es otro marcador de células stem importante en el carcinoma 
epidermoide cutáneo 
 
CD44 son un grupo de glicoproteínas transmembrana que se unen a ligandos como el 
ácido hialurónico (Aruffo et al., 1990), la osteopontina (Weber et al., 1997), el colágeno y la 
laminina (Goodison et al., 1999) en la matriz extracelular (MEC), mediando la adhesión célula-
matriz. Las proteínas CD44 poseen un gran dominio extracelular, una región transmembrana y 
una cola citoplasmática. El gen CD44 sufre un procesamiento alternativo y las diferentes 
isoformas de la proteína exhiben afinidad variable por su ligando, el ácido hialurónico, 
pudiendo a su vez interaccionar con otros ligandos (Goodison et al., 1999). La sobreexpresión 
de ciertas isoformas de CD44 por las células tumorales se ha asociado con su capacidad para 
desarrollar metástasis y con un peor pronóstico (Heider et al., 1993; Joensuu et al., 1993; 
Matsumura and Tarin, 1992). Se pueden detectar formas solubles de CD44 en el suero de 
pacientes con cáncer y sus niveles se correlacionan con marcadores clínicos de la enfermedad 
(Ristamaki et al., 1997). El proceso exacto a través del que las células tumorales producen más 
CD44 soluble no está claro, pero puede estar relacionado con la formación de isoformas no 
funcionantes, sin la región transmembrana, que serían por tanto segregadas por las células 
(Heider et al., 1993).  
 
Como molécula de adhesión, CD44 es un receptor de membrana de la 
metaloproteinasa 9 (MMP-9) (Desai et al., 2009). La tinción inmunohistoquímica de CD44 y 
MMP-9 se localiza especialmente en el frente de invasión de los tumores, el lugar en que 
habitualmente se encuentran también las células stem (Sterz et al., 2009). CD44 fue, de hecho, 
el primer marcador de células stem que se empleó para reconocer células stem en tumores 
sólidos (Al-Hajj et al., 2003), y se ha demostrado que una subpoblación de células CD44+ 
prensentan propiedades de células stem tumorales en el carcinoma epidermoide de cabeza y 
cuello (Prince et al., 2007). Las células CD44+ exhibieron fuerte positividad para Bmi-1 
(también marcador de células stem) y presentaron propiedades de autorenovación y 
diferenciación (Prince et al., 2007). Desde entonces, varios estudios han empleado el marcador 
CD44 como marcador de identificación de células stem tumorales (Chen et al.; Chikamatsu et 
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al., 2010; Krishnamurthy et al.). Se ha considerado a CD44 como marcador predictivo de 
recurrencia de cáncer de laringe tras radioterapia (de Jong et al., 2010). Niveles altos de 
expresión de CD44, de STAT3 fosforilada y de aldehído-deshidrogenasa se han encontrado en 
carcinoma epidermoide de cabeza y cuello de alto grado (Chen et al., 2010) y también en CEC 
de cabeza y cuello que recurre, frente al CEC que no recurre (Joshua et al., 2011). 
Globalmente, estos datos sugirieron una relación entre la expresión de CD44 y la agresividad 
de los tumores de cabeza y cuello (Zhang et al., 2011). Sin embargo, también hay que tener en 
cuenta que algunas variantes de CD44 (CD44s y CD44v6) se expresan de manera general en la 
mayoría de las células de cabeza y cuello, incluyendo las de los carcinomas (Mack and Gires, 
2008). 
 
5.3 Patogenia del carcinoma epidermoide cutáneo 
 
Se demostró experimentalmente que la activación aislada de Ras no era por sí sola 
suficiente para inducir el desarrollo de CEC (Ridky et al., 2010). Era necesario evitar la 
detención del ciclo celular en G1 inducida por la activación de oncogenes como Ras, en este 
caso mediante diferentes mecanismos, como la activación del mediador de la progresión del 
ciclo celular por CDK4 o con la modulación de la actividad de NF-kB, y así inducir la 
carcinogénesis en los queratinocitos (Dajee et al., 2003). NF-kB es importante en la inhibición  
del crecimiento de los queratinocitos, así el bloqueo de esta vía indujo el desarrollo de CEC en 
modelos experimentales de ratón (van Hogerlinden et al., 1999; Zhang et al., 2005). La 
hiperproliferación de queratinocitos secundaria al bloqueo de NF-kB se asoció además a un 
incremento en los niveles de CDK4 (Zhang et al., 2005). Los tumores desarrollados en estas 
condiciones fueron similares a los CEC humanos, en los que se demostró una disminución en la 
expresión de E-CADHERINA y una inducción de factores angiogénicos y de invasión celular 
(Dajee et al., 2003; Khavari, 2006; Lazarov et al., 2002). 
 
La familia de quinasas SRC, incluyendo FYN, son reguladoras de proliferación, invasión 
y metástasis, y han demostrado tener un papel importante en el desarrollo del CEC. SRCASM 
(SRC-Activating and Signaling Molecule) es un sustrato y regulador negativo de la familia de 
quinasas SRC que limita la proliferación de queratinocitos, promueve la diferenciación y regula 
negativamente EGFR en queratinocitos humanos (Li et al., 2007; Seykora et al., 2002). Se ha 
demostrado mediante inmunohistoquímica que los niveles de SRCASM se encuentran 
reducidos en QA y CEC, en comparación con la piel normal adyacente (Boukamp, 2005; Li et al., 
2005).  
 
La participación de FYN en la promoción de la carcinogénesis cutánea se confirmó a 
partir del fenotipo del ratón que sobreexpresa una forma activada de la misma en el estrato 
basal de la piel, bajo el promotor de la citoqueratina 14 (K14-FynY528F), que desarrolla 
espontáneamente lesiones similares a las QA y al CEC entre la quinta y octava semana de edad 
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(Zhao et al., 2009). El análisis de estas lesiones reveló la activación de tres vías de señalización 
de proto-oncogenes: PDK-1/AKT/mTOR, MEK/ERK y STAT3. La activación de estas vías, junto 
con la infrarregulación de P53 y NOTCH-1 mediada por FYN, produciría una fuerte señal 
oncogénica capaz de inducir la formación del CEC incluso en ratones con fondo genético 
resistente al cáncer (Zhao et al., 2009).  
 
Trabajos recientes han demostrado que la protein kinasa C (PKC) se encuentra 
infrarregulada en CEC en humanos en comparación con la epidermis normal, lo que sugiere 
que los niveles reducidos de PKC serían importantes en el desarrollo de neoplasias inducidas 
por radiación UVB, dado que ésta se altera en respuesta a la radiación UV (Yadav et al., 2010). 
La regulación de PKC por las vías activadas de Fyn y de EGFR pone de manifiesto la interacción 
entre estas diferentes vías que conducen al desarrollo del CEC (Denning et al., 1998; Joseloff et 
al., 2002).  
 
La vía de señalización inducida por NOTCH se ha implicado tanto en el desarrollo de la 
piel normal como en la patogenia del CEC (Dotto, 2008). NOTCH regula muchos procesos 
celulares importantes, incluyendo el mantenimiento del fenotipo stem, la diferenciación, la 
proliferación y la apoptosis (Okuyama et al., 2008). Existen cuatro proteínas NOTCH en 
mamíferos, de las cuales, NOTCH-1 se expresa en todas las capas de la epidermis y NOTCH-2 
en su capa basal. NOTCH promueve la diferenciación de los queratinocitos por diversos 
mecanismos, incluyendo la inducción del inhibidor del ciclo celular P21 y se ha demostrado 
que reduce la proliferación e incrementa la diferenciación de queratinocitos embrionarios a 
partir de la activación de PKC (Okuyama et al., 2004). En un panel de CEC humanos, la 
expresión de NOTCH-1 se observó reducida en relación con la piel normal (Lefort et al., 2007). 
NOTCH-1 es una diana transcripcional directa de P53 en los queratinocitos humanos (Lefort et 
al., 2007) y teniendo en cuenta la frecuencia de mutaciones en P53 como un evento precoz en 
la patogenia del CEC, la regulación negativa de NOTCH-1 podría ser una consecuencia de la 
alteración de P53 en estas lesiones. NOTCH-1 se encuentra también regulado negativamente 
por EGFR y FYN, a través de la inhibición de la transcripción de P53, en un mecanismo que 
también implicaría la activación de C-JUN (Kolev et al., 2008; Zhao et al., 2009). Por lo tanto, 
las consecuencias oncogéncias de la activación de EGFR incluyen la infrarregulación de P53 y 
NOTCH-1. Actuando como un supresor tumoral en queratinocitos, NOTCH-1 se ha demostrado 
que reprime las vías de señalización pro-tumorales de WNT y Sonic hedgehog (SHH) (Nicolas et 
al., 2003; Okuyama et al., 2008). La pérdida de la señalización de NOTCH-1 en queratinocitos 
humanos y en la piel del ratón daría también lugar a una activación aberrante de beta-
catenina, un efector de la vía de WNT, mientras que la expresión de NOTCH-1 en 
queratinocitos reprimiría la expresión de beta-catenina (Nicolas et al., 2003). La expresión de 
NOTCH-1 en la epidermis evita la inducción de lesiones tipo CEC y carcinoma basocelular (CBC) 
en modelos murinos (Nicolas et al., 2003). La deficiencia en la vía de NOTCH-1, a través de las 
diversas interacciones que establece con otras vías de señalización, entre ellas la de P53 y 
EGFR, incrementaría el riesgo de desarrollar CEC (Ratushny et al., 2012).  
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STAT3 pertenece a la familia de factores de transcripción que se encuentran activados 
a través de vías de tirosina quinasas (entre ellas el EGFR). STAT3 modula una gran variedad de 
genes implicados en apoptosis, angiogénesis y regulación del ciclo celular, y se ha demostrado 
en un modelo murino su papel en el desarrollo del CEC (Kim et al., 2009a). 
 
5.3.1 La transición epitelio-mesénquima 
 
La transición epitelio mesénquima (TEM) es un intrincado proceso a través del cual las 
células epiteliales pierden sus características fenotípicas para adquirir unas características más 
mesenquimales que favorezcan el proceso invasivo. La TEM es importante  en el desarrollo 
tumoral y del CEC. Se ha demostrado un papel de la vía de señalización TGF-beta en la TEM del 
carcinoma epidermoide, tanto su hiperactivación, como la desregulación de la misma. Por 
ejemplo, ratones deficientes en SMAD2 exhibían una mayor propensión al desarrollo de CEC 
(Hoot et al., 2008). Se demostró además que la pérdida de la expresión de SMAD2 en 
carcinomas epidermoides humanos se asoció a una reducción en la expresión de E-
CADHERINA, niveles más altos de SNAI1 y grado pobre de diferenciación (Hoot et al., 2008). 
SNAI1 induce TEM por sí mismo, con un incremento en la expresión de VIMENTINA (Nakamura 
et al., 2010). 
 
Las cadherinas son proteínas transmembrana de cadena única que consisten en un 
dominio extracelular, un dominio transmembrana y un dominio intracelular, que participan en 
la adhesión intercelular mediada por calcio (Gheldof and Berx, 2013; Saito et al., 2012). Tienen 
un papel fundamental en el mantenimiento de la adhesión intercelular en tejidos epiteliales. 
Los queratinocitos, expresan dos tipos de cadherinas, la P-CADHERINA y la E-CADHERINA 
(Gheldof and Berx, 2013; Saito et al., 2012).  P-CADHERINA se expresan predominantemente 
en la capa basal del epitelio, mientras que  E-CADHERINA lo hace en todas las capas celulares 
vivas y parece que funcionalmente es la más importante (Sivasankar, 2013). Las propiedades 
de adhesión de las cadherinas dependen de la asociación con un grupo de proteínas 
reguladoras citoplasmáticas que se unen al citoesqueleto, las mejor caracterizadas son las 
ALFA y BETA CATENINAS y las PLACOGLOBINAS (Sivasankar, 2013). La expresión de cadherinas 
se ha examinado en varios tipos tumorales incluyendo cáncer de mama (Paredes et al., 2012), 
de colon (Buda and Pignatelli, 2004), de vesícula (Bryan and Tselepis, 2010), de páncreas 
(Natalwala et al., 2008), de próstata (Giroldi et al., 2000), de hígado (Natalwala et al., 2008) y 
en carcinomas epidermoides de cavidad oral (Vered et al., 2011a). Al igual que sucede con 
otras moléculas de adhesión, como las integrinas, la expresión de E-CADHERINA en los 
tumores es variable. La pérdida de la expresión de E-CADHERINA se observa frecuentemente 
en carcinomas y se asocia con la presencia de metástasis en el momento del diagnóstico 
(Zheng et al., 1999). En el carcinoma epidermoide de mucosa oral, la reducción en la expresión 
de E-CADHERINA se asocia con una menor diferenciación y una mayor capacidad de invasión 
(Lopes et al., 2009; Mahomed et al., 2007; Tanaka et al., 2003). Existe también una tendencia a 
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la reducción en la expresión de E-CADHERINA en tumores más pobremente diferenciados 
(Gould and Gould, 1999; Karatzas et al., 1999). La pérdida de adhesión resultante de la 
reducida expresión de cadherinas se considera que puede ser un factor de invasión y de 
metástasis importante (Bremnes et al., 2002; Kinsella et al., 1993; Oka et al., 1993; Salon et al., 
2004). No obstante, algunos tumores mantienen la expresión de cadherinas, aunque exhiben 
una alteración funcional de las mismas, debida a alteraciones con los complejos que forman 
con la catenina o a mutaciones en las propias cadherinas. (Bracke et al., 1996; De Matos et al., 
2007; Mareel et al., 1997; Noe et al., 1999; Ramis-Conde et al., 2008; Syed et al., 2008; Tanaka 
et al., 2002). 
  
La VIMENTINA está presente prácticamente en todas las células embrionarias y en la 
mayoría de células adultas, sea cual sea su estirpe, en cultivos celulares. Durante la 
embriogénesis, este filamento es reemplazado progresivamente por filamentos intermedios 
específicos para cada línea celular, pero se mantiene en las células mesenquimales. En la piel 
normal este marcador se expresa en los melanocitos, así como en los fibroblastos, 
dendrocitos, vasos sanguíneos y linfáticos, músculo liso de la dermis y en los adipocitos de la 
hipodermis. En oncología la expresión de VIMENTINA se ha demostrado en sarcomas, 
melanomas, carcinomas fusocelulares, en algunos no fusocelulares (Fuertes et al., 2013a) y en 
la mayoría de mesoteliomas y gliomas. En dermatopatología resulta útil para demostrar 
diferenciación mesenquimal o para apoyar el diagnóstico de diferenciación melanocítica en 
melanomas amelanóticos pobremente diferenciados (Fuertes et al., 2013a). Esta expresión tan 
ubicua de la VIMENTINA ha determinado que cada vez tenga menos valor diagnóstico por su 
escasa especificidad. 
  
Se ha postulado la relevancia de la VIMENTINA en el desarrollo de la transición 
epitelio-mesénquima en algunos casos de carcinoma epidermoide fusocelular (Nakamura et 
al., 2010); aasí, modelos animales sugieren que, dentro del espectro de los carcinomas 
epidermoides, aquel que tiende a un fenotipo más fusocelular pierde la expresión de E-
CADHERINA, adquiriendo la de VIMENTINA (Cheng et al., 2012; Nijkamp et al., 2011; Smith et 
al., 2012; Zhang et al., 2013b). Además, se ha visto que los CECs que expresan VIMENTINA, 
pierden las queratinas y expresan el factor SNAI1, lo que apoya su relación con la transición 
epitelio-mesénquima (Nakamura et al., 2010). Los marcadores de transición epitelio-
mesénquima se asocian a un mayor riesgo de metástasis ganglionares en el CEC; los 
marcadores de dicho fenómeno parecen atenuarse en el ganglio linfático invadido (Toll et al., 
2013a). 
 
5.3.2 La activación de la vía AKT 
 
Recientemente, se ha demostrado que en el CEC, a la vez que se produce el desarrollo 
de la transición epitelio-mesénquima, tiene lugar la activación de la vía de AKT (Barrette et al., 
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2014). AKT promueve la transición epitelio-mesénquima en líneas celulares de carcinomas 
epidermoides de mucosa y la supresión de AKT inhibe dicha transición (Barrette et al., 2014). 
 
5.4 Síntesis del desarrollo del carcinoma epidermoide cutáneo según la 
teoría multistage 
 
En el desarrollo del CEC se definen tres fases: iniciación, promoción y progresión. En la 
piel, el modo más frecuente de iniciación es a través de la radiación UV, sobre todo por la 
radiación UVB (Streilein et al., 1994). Este proceso da lugar a una mutación genética 
irreversible. Dicha alteración persiste y es transmitida a la descendencia de la célula iniciada. 
Una célula iniciada puede ser microscópicamente indistinguible de otras células sanas de su 
entorno; la iniciación es tan común, que probablemente se produzca varias veces al día en un 
individuo. En general, parece que las alteraciones en P53 constituyen el fenómeno iniciador 
más frecuente en el proceso de carcinogénesis del CEC. 
 
La promoción del cáncer es el paso intermedio entre la iniciación y la progresión y 
puede considerarse como la fase de crecimiento y expansión de una célula iniciada. La 
probabilidad de que ocurra una segunda mutación aumenta proporcionalmente con el número 
de células que se dividen. Aunque la promoción de la célula iniciada aumenta la probabilidad 
de progresión de una lesión maligna, no es fundamental; de hecho, este paso se elude en 
algunos casos. Un ejemplo clínico de esta fase del proceso de carcinogénesis en el CEC puede 
ser la queratosis actínica. La radiación UVA es un eficiente factor promotor que puede ser 
responsable del desarrollo de queratosis actínicas en ciertos pacientes. En este momento del 
proceso, a las alteraciones en p53 se unirían otras alteraciones genéticas precoces en el 
desarrollo del CEC, como la alteración de la vía de las MAPK o la pérdida de heterocigosidad en 
genes supresores de tumores como p16. Teniendo en cuenta la baja incidencia con la que las 
queratosis actínicas se transforman en un CEC, el siguiente paso en el proceso de 
carcinogénesis en este contexto, debe de ser un acontecimiento relativamente poco 
frecuente.  
 
En la fase de progresión, los cambios de la célula se hacen morfológicamente evidentes. 
Una consecuencia de la progresión es la inestabilidad genética. Por medio de un proceso de 
selección se producen células más resistentes y agresivas, lo que supone un potencial maligno 
heterogéneo del tumor. Esto, además, da lugar a un incremento en su crecimiento, capacidad 
de invasión y anaplasia tumorales, así como a la capacidad del tumor de adaptarse a factores 
exógenos tales como la quimioterapia o la radioterapia.  
 
A las alteraciones precoces que hemos reconocido anteriormente se sumarían otras 
alteraciones más tardías en el proceso de carcinogénesis del CEC como alteraciones en 
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proteínas de adhesión (E-CADHERINA) o en receptores de tirosina quinasa (EGFR). 
Posteriormente, se sumarían otras alteraciones en algunas células que conferirían una mayor 
capacidad para metastatizar, como CXCR4. A todo lo anterior se une un progresivo incremento 
de la inestabilidad genómica y alteraciones genómicas, alguna de las cuales podrán dar lugar a 
una ventaja evolutiva en el proceso de desarrollo del cáncer (Ratushny et al., 2012).  
 
  




6 MODELOS EXPERIMENTALES DE DESARROLLO DE CARCINOMA 
EPIDERMOIDE CUTÁNEO  
  
6.1 Modelos animales: El ratón 
 
Aunque se ha escrito mucho acerca de las discrepancias entre la carcinogénesis en 
ratón y humano,  hay una gran similitud genética y biológica entre los procesos de desarrollo 
tumoral en sistemas humanos y murinos. A pesar de que los ratones son animales pequeños 
con una alta actividad metabólica y una supervivencia corta, desarrollan tumores en los 
mismos tejidos y, en la mayoría de los casos, con un curso histopatológico similar a aquel 
observado en humanos. Los avances en el conocimiento de la genética y  de los procesos 
celulares asociados al desarrollo del cáncer, así como los progresos metodológicos en la 
manipulación animal, han conducido al desarrollo de modelos animales más específicos. Una 
de las mayores ventajas de los modelos de ratón para el estudio de la génesis del cáncer es 
que los agentes utilizados, las modificaciones genéticas y las presiones selectivas empleadas 
pueden ser manipulados. 
 
El desarrollo del CEC en la piel del ratón, después de la aplicación secuencial de 
carcinógenos químicos, ha dado información importante sobre el desarrollo del cáncer en 
múltiples fases. En este modelo, la evolución fenotípica desde un queratinocito normal a un 
carcinoma epidermoide se asocia con cambios genéticos y epigenéticos reproducibles, que 
caracterizan cada fase del proceso. Los eventos más tempranos, la iniciación y la promoción, 
requieren la exposición a carcinógenos químicos. La iniciación es de naturaleza mutagénica y, 
en general, se debe al daño del DNA debido los agentes inductores del proceso. Los 
promotores inducen cambios en la homeostasis epidérmica que facilitan un ambiente en el 
tejido propicio para la expansión clonal de las células iniciadas. La consecuencia de la iniciación 
y la promoción es la formación de múltiples papilomas, cada uno de los cuales representa un 
clon distinto de células iniciadas. Los papilomas exhiben algunas alteraciones que los 
distinguen de los queratinocitos normales (la hiperplasia, la expresión alterada de marcadores 
queratinocíticos y el bloqueo o retraso de la diferenciación de las células epiteliales 
epidérmicas). Los papilomas pueden progresar a lesiones tumorales malignas en los modelos 
de ratón aunque lo hagan con una frecuencia baja (la mayoría de los papilomas no darán lugar 
a carcinomas durante el tiempo normal de vida del animal). De hecho, la progresión es la fase 
de la carcinogénesis que más depende del tiempo. Se han descrito cambios significativos en los 
papilomas, desde el punto de vista genético, es importante la inestabilidad genómica de las 
células en la fase de promoción de la carcinogénesis. La progresión o malignización se asocia 
con mutaciones en la p53 y la regulación positiva de la familia de factores de transcripción AP-
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1. A raíz del desarrollo de nuevos modelos experimentales para cada una de las fases del 
carcinoma epidermoide de piel, los mecanismos genéticos y bioquímicos que subyacen en 
estos tumores comienzan a comprenderse. 
 
Los regimenes químicos más comunes consisten en una inducción en dos pasos que 
incluyen la administración de una dosis de 7,12-dimetilbenza-antraceno (DMDA), seguida de la 
aplicación semanal de 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) durante unas 20 semanas. 
Este tratamiento da lugar al desarrollo de múltiples papilomas, la mayoría de los cuales 
muestran la misma mutación activadora en el proto-oncogen H-Ras (Bizub et al., 1988; 
Quintanilla et al., 1986), algunos de los cuales evolucionan a carcinomas espinocelulares 20-40 
semanas después de la primera exposición al carcinógeno. En los carcinomas escamosos 
humanos el propio H-Ras puede encontrarse mutado, pero en una frecuencia que, aunque 
variable, no es tan alta como en estos modelos (Leon et al., 1988). Posiblemente, estas 
diferencias se deban a la diferencia de carcinógenos entre ratones y humanos a los que las 
células escamosas están expuestas (Brown et al., 1990). 
 
6.2 Líneas celulares 
 
  Se han desarrollado varias líneas celulares en el laboratorio del Dr. Allan Balmain 
(UCSF, San Francisco), que representan distinas fases morfológicas del desarrollo del CEC. Estas  
líneas celulares son C50, C5N, NK, MSCP1, P1, PDV, PDVC57, B9, E4, A5, D3, H11, CarB y CarC, 
entre otras (Figura 2). C50, C5N, NK, MSCP1, P1, PDV, PDVC57, E4y B9 tienen un fenotipo 
típicamente epitelial (Burns et al., 1991; Diaz-Guerra et al., 1992), sin embargo, A5, D3, H11, 
CarB y CarC, exhiben una morfología fibroblástica. B9 da lugar a tumores bien diferenciados en 
el ratón desnudo, mientras A5, D3, H11, CarB y CarC, exhiben un crecimiento metastástico 
agresivo (Burns et al., 1991). C5N, P1, P6 y B9, y el resto de células escamosas tienen un patrón 
típico de queratinas y E-CADHERINA, mientras que A5 y el resto del grupo de células 
fusiformes presenta un citoesqueleto alterado con ausencia de expresión de E-CADHERINA 
(Stoler et al., 1993), no expresan queratinas, pero sí VIMENTINA (Stoler et al., 1993). 
Comparadas con las células escamosas muestran una morfología más heterogénea, 
caracterizada por el aumento en el número de células gigantes. Al inyectarlas en ratones dan 
lugar a la aparición de tumores cutáneos con gran facilidad (Quintanilla et al., 1986). Las 
PDVC57 son células más invasivas y segregan más colagenasa IV que la PDV, y también son 
quimiotácticas. En este sentido, parece haberse comprobado, al menos in vitro, una transición 
epitelio-mesenquima en las células tumorales de los distintos estadios dentro del CEC. En 
principio, esta transición en las características de las células tumorales según los diferentes 
estadios del CEC se debe, como hemos visto, a alteraciones genéticas que sucesivamente se 
van produciendo y que modifican el comportamiento celular haciéndolo más agresivo.  
 
 





Hasta hace pocos años en biología molecular se defendía que las alteraciones del 
proteoma se debían a modificaciones genéticas en el DNA, y el mRNA actuaba como 
mensajero entre el núcleo y la maquinaria de síntesis de la célula. Sin embargo, en los últimos 
años se ha visto que la regulación de la expresión génica tiene una mayor complejidad y en 

















Los microRNAs o miRNAs son pequeñas secuencias endógenas de RNA no codificante, de 
entre 17 y 25 nucleótidos, que regulan post-transcripcionalmente la expresión de mRNA de un 
elevado número de genes (Iorio and Croce, 2012). Los microRNAs se unen a secuencias 
complementarias no codificantes localizadas en la región 3’UTR de los mRNAs provocando, 
generalmente, la disminución o la anulación de la expresión del mRNA (Bartel, 2009; Lee and 
Dutta, 2009). La mayor parte de los genes que codifican los miRNAs se encuentran en las 
regiones intrónicas, intergénicas o en orientación antisentido, dentro de las secuencias 
exónicas de algunos genes (Bartel, 2004). Sin embargo, otros miRNAs se encuentran 
organizados en clusters (Kim et al., 2009b).  
 
7.1 Síntesis de miRNAs 
 
La síntesis de los microRNAs (Figura 3) comienza con la transcripción de sus genes, 
habitualmente por la RNA polimerasa II/III y la generación de transcritos primarios, los pri-
miRNAs, en el núcleo de la célula. Los pri-miRNAs son tránscritos largos con una estructura 
cerrada, que suelen estar protegidos por una caperuza en el extremo 5’ y por una cola poli -A 
en el extremo 3’, y en los que se desarrolla un bucle por correspondencia imperfecta entre 
pares de bases. Los pri-miRNAs son procesados por el complejo DROSHA/DGCR8 a pre-
miRNAs, de aproximadamente 70 nucleótidos. Estos se exportan al citoplasma donde el 
complejo DICER/TRBP los convierte en dúplex de miRNA de unos 20 nucleótidos formados por 
la hebra de miRNA madura y la hebra no complementaria, que es degradada (Winter et al., 
2009). Dicho dúplex se une a una proteína, ARGONAUTA 2, que forma parte del RNA-induced 
silencoing complex o RISC en un lugar específico del 3’UTR de un mRNA diana. Si la 
correspondencia entre miRNA y mRNA es perfecta, se desarrolla una acción endonucleasa de 
ARGONAUTA 2 y el mRNA es destruído. La complementariedad imperfecta da lugar un mRNA 
inestable (Filipowicz et al., 2008). 
 
 




Figura 3: Esquema de la biogénesis de los microRNAs. 
 
7.2 Mecanismo de acción de los miRNAs 
 
Los micro-RNAs actúan como reguladores de la expresión génica  por un mecanismo de 
represión de la traducción o degradación de mRNA, a través de la unión a sitios específicos de 
la molécula del mismo, ubicados en la región 3’-UTR de los transcritos de transcripción 
proteica. El grado de complementariedad de la secuencia determina si el mRNA diana es 
degradado o si su traducción a proteínas es reprimida. Según esto, secuencias completamente 
complementarias dan lugar a una degradación, mientras que una complementariedad menos 
estricta da lugar a una represión de la traducción. En algunos estudios, se ha demostrado 
incluso el papel regulador de la expresión génica de los miRNAs a través de su unión directa al 
DNA, lo que complica aún más el panorama (Iorio and Croce, 2012).  
 
Cada miRNA tiene un gran número de genes dianas potenciales (Iorio and Croce, 
2012). De hecho, en torno al 60% de los miRNAs comparten una o más secuencias que se han 
conservado en el proceso evolutivo y que pueden potencialmente interaccionar con mRNAs 
(Iorio and Croce, 2012). Estudios bioinformáticos predicen que la región 3’UTR de un mRNA 
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puede ser diana de varios microRNAs (Lewis et al., 2005), lo que hace pensar que los miRNAs 
pueden cooperar entre sí en la regulación de la expresión génica.  
 
7.3  MiRNAs y cáncer 
 
La primera evidencia de las implicaciones de los miRNAs en cáncer en humanos 
procede de estudios en leucemia linfática crónica, particularmente en un intento para 
identificar supresores tumorales en el brazo largo del cromosoma 13 (13q14), frecuentemente 
deleccionado en esta enfermedad. Se demostró que esta región contenía dos microRNAs, 
miR15a y miR16-1 (Calin et al., 2002). Ese trabajo proporcionó la primera evidencia de que los 
miRNAs podrían estar implicados en la patogenia del cáncer en humanos.   
 
Posteriormente, se han ido demostrando las implicaciones de los miRNAs en otras 
formas de cáncer (Calin et al., 2004). De hecho, según los estudios hasta ahora desarrollados, 
las alteraciones en los microRNAs parecen la regla en el cáncer. Estudios de genoma completo   
muestran que los patrones de expresión de microRNAs permiten la discriminación de 
diferentes tipos de cáncer de una manera adecuada (Lu et al., 2005; Volinia et al., 2006). Por el 
contrario, los niveles de mRNA mostraron ser indicadores peores del tejido de origen y tipo de 
cáncer. Así, las alteraciones de la expresión de miRNAs mostraron ser mejores a la hora de 
determinar el origen del cáncer cuando éste se diseminaba a múltiples localizaciones, lo que 
sugiere que los tumores mantienen un patrón específico de expresión de miRNAs (Rosenfeld et 
al., 2008). Teniendo en cuenta que el cáncer de origen desconocido se corresponde 
aproximadamente con el 4% de todos los tumores (Oien and Evans, 2008), el desarrollo 
continuo miRNAs específicos puede tener gran importancia desde el punto de vista clínico. 
 
Otra cuestión importante en clínica es la necesidad de encontrar biomarcadores 
precoces en cáncer, fundamental si tenemos en cuenta que el pronóstico y la supervivencia de 
los pacientes dependen del estadio del tumor en el momento del diagnóstico, estando el 
diagnóstio precoz habitualmente relacionado con una mayor supervivencia. Los miRNAs han 
revelado ser candidatos interesantes como nuevos biomarcadores potenciales en el 
diagnóstico del cáncer. Así, la sobre-expresión del miR-205 y del miR-21 en adenocarcinoma 
ductal mamario parece preceder a los cambios fenotípicos en el  ducto, lo que sugiere la 
posibilidad de emplearlos para una detección precoz de esta neoplasia (du Rieu et al., 2010). 
 
Además los miRNAs son más estables debido a su pequeño tamaño en comparación 
con los largos mRNAs, permitiendo la valoración de sus niveles de expresión en tejidos en 
parafina, lo que puede suponer su uso como nuevos biomarcadores. Ciertamente, los miRNAs 
pueden ser extraídos de manera eficaz de tejidos congelados, de tejidos en parafina, de 
muestras de sangre (Mitchell et al., 2008; Schwarzenbach et al.) y de distintos fluidos 
corporales, incluyendo orina (Hanke et al.), saliva (Park et al., 2009) y esputo (Roa et al.; Xing 
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et al.; Yu et al., 2011). Además,  los niveles de miRNAs circulantes de individuos afectados por 
diferentes neoplasias parece reflejar el patrón observado en los tejidos tumorales, lo que 
confiere a los miRNAs un valor añadido en el diagnóstico del cáncer (Lawrie et al., 2007). Más 
recientemente, el análisis de plasma de pacientes con cáncer de pulmón recogidos entre 1 y 2 
años antes del diagnóstico, ha demostrado un patrón de expresión de miRNAs con alto valor 
predictivo del diagnóstico y pronóstico (Boeri et al., 2011). En definitiva, los miRNAs 
representan moléculas interesantes en el diagnóstico y pronóstico del cáncer, e incluso abren 
futuras perspectivas terapéuticas (Croce, 2012; Cho, 2009; Lee and Dutta, 2009; Ng et al., 
2009; Sandhu and Garzon, 2011; Schoof et al., 2012). 
 
Los niveles de expresión génica ya han demostrado su eficacia en la clasificación de 
distintas formas de cáncer, sin embargo, los niveles de expresión de miRNAs son igualmente 
discriminatorios y pueden ser incluso más informativos ya que los cambios en su expresión 
pueden arrojar luz sobre los alteraciones genéticas que se producen en varios tipos de cáncer. 
Así se han establecido relaciones entre la disrregulación de ciertos miRNAs y los genes diana a 
los que estos afectan, desentrañando así algunas redes genéticas implicadas (O'Day and Lal, 
2010). Los miRNAs son, por ejemplo, expresados diferencialmente entre los tipos basal y 
luminal del cáncer de mama (Blenkiron et al., 2007; Sempere et al., 2007) y, específicamente, 
determinan el estado de los receptores de estrógenos, de progesterona y de HER2/NEU (Iorio 
et al., 2005; Lowery et al., 2009; Mattie et al., 2006). Algunos de los miRNAs asociados a los 
subtipos luminal y basal de cáncer de mama reflejan su origen epitelial y mioepitelial, 
respectivamente. Por ejemplo, la familia miR-200 se asocia al tipo luminal (Gregory et al., 
2008), mientras que el miR-145 se expresa, de manera preferente, en células mioepiteliales 
(Sempere et al., 2007). Otros ejemplos que relacionan ciertos subtipos de cáncer con el patrón 
de expresión de miRNAs se encuentran en el cáncer de ovario (Iorio et al., 2007) y de pulmón 
(Lebanony et al., 2009), en el que la expresión del miR-205 es capaz de discriminar 
correctamente entre carcinoma epidermoide y no epidermoide. 
 
Además del patrón de expresión observado en base a estudios de microarrays, se han 
desarrollado muchos otros métodos útiles en la detección de miRNAs, como la PCR cuantitaiva 
a tiempo real (RT-QPCR) (Chen et al., 2005a; Raymond et al., 2005), la hibridación in situ 
(Nuovo et al., 2009; Obernosterer et al., 2007; Pena et al., 2009) y otros sistemas de 
secuenciación de alto rendimiento (Schulte et al., 2010). La PCR cuantitativa en tiempo real es 
muy sensible y adecuada aunque es un método caro y de bajo rendimiento. La hibridación in 
situ, basada en la detección de miRNAs específicos a partir de la hibridación de una secuencia 
complementaria a la de interés, es altamente sensible y permite el análisis de células 
individuales o incluso análisis a un nivel subcelular. Sin embargo, representa un método 
técnicamente complejo, de bajo rendimiento y semicuantitativo. Otros métodos de alto 
rendimiento en base a los sistemas de secuenciación de nueva generación han ido permitiendo 
más recientemente ir conociendo nuevos miRNAs implicados en cáncer. Las evidencias 
experimentales recogidas hasta la fecha en miRNAs y cáncer son estimulantes y prometedoras, 
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por ello, parece interesante estudiar el patrón de expresión de miRNAs en el CEC, así como sus 
relaciones con otros genes relacionados con el desarrollo de este tumor, no sólo por su 
importancia en dermatología, sino también porque este tumor sirve también como modelo de 
estudio de carcinomas epidermoides en otros tejidos. 
  











































































1 HIPÓTESIS DE TRABAJO 
 
El CEC es el segundo cáncer más frecuente en humanos. Aunque la mayoría de los casos 
de CEC exhibe un pronóstico favorable, puede ser localmente agresivo y metastatizar. Además, 
debido a su elevada incidencia, el CEC presenta costes socio-sanitarios muy altos. Por este 
motivo, es importante identificar aquellas subpoblaciones de pacientes con CEC que con una 
mayor probabilidad puedan complicarse con eventos de mala evolución clínica durante el 
seguimiento.  
 
En este estudio hemos intentado definir el pronóstico del CEC, en el que se 
encontrarían las complicaciones de la enfermedad –incluidas la recidiva local, el desarrollo de 
metástasis ganglionares, la progresión del estadio de la enfermedad durante el seguimiento o 
la muerte por CEC- a partir del análisis de factores clínico-patológicos y moleculares. Para ello, 
hemos considerado 3 niveles diferentes de análisis que, de una forma simplificada, quedan 
representados en las figuras 4 y 5. En un primer nivel de análisis están las características 
clínico-epidemiológicas de los pacientes (sexo, edad, antecedentes personales, 
inmunodepresión, etc) y las histopatológicas (tamaño del tumor, grosor, desmoplasia, 
infiltración perineural y linfovascular, grado de diferenciación, patrón de crecimiento, etc); lo 
hemos denominado para simplificar como nivel clínico-patológico (nivel 1). Por otro lado, 
hemos definido un nivel de expresión de distintos marcadores proteicos en el CEC, elegidos 
por su interés en la literatura; lo hemos denominado nivel de marcadores proteicos (nivel 2). 
Y por último, hemos evaluado la expresión diferencial de los miRNAs en distintas fases de la 
progresión del CEC, para elegir candidatos con importancia en la homeóstasis cutánea, y 
posteriormente comprobar su utilidad como biomarcadores de la enfermedad; lo hemos 
denominado nivel de miRNAs (nivel 3). La relación entre los niveles de estudio no es lineal, 
como queda representado en la Figura 4.   
 
Hemos pretendido mejorar nuestro entendimiento del pronóstico de la enfermedad 
en tres aspectos globales: (i) predecir la aparición de eventos de mala evolución clínica 
durante el seguimiento de la enfermedad, tanto específicos (como la recidiva local, la 
metástasis, la muerte por CEC), como de forma general evaluando la posibilidad de que ocurra 
cualquier evento de mala evolución clínica. Dentro de este aspecto, también hemos estudiado 
en nuestra población de forma retrospectiva, qué sistema de estadiaje de los utilizados en la 
actualidad definió mejor el pronóstico de la enfermedad (objetivos 1, 2 y 3). (ii) Definir 
clústeres de pacientes con CEC de diferente pronóstico, en función de las asociaciones 
encontradas a esos múltiples niveles, y que permitan agrupar los pacientes en grupos con un 
pronóstico determinado (objetivo-4); y (iii) determinar, si los diferentes niveles de 
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asociaciones estudiados, se relacionan de forma distinta con diferentes entidades 
histopatológicas de la enfermedad, con el fin de especificar si se trata de entidades clínicas 
diferentes dentro del CEC. En concreto, hemos estudiado si esos niveles de interacciones son 
distintos en el CEC clásico versus el CEC bowenoide/enfermedad de Bowen (objetivo-5). Para 
definir lo mejor posible el pronóstico de la enfermedad, hemos sesgado en parte la elección de 
casos en la cohorte de estudio, e incluido de forma retrospectiva casos de mal pronóstico 
conocido para así poder precisar mejor los factores de esos diferentes niveles asociados a 







Figura 4: La relación entre los niveles definidos no es lineal, sino que hay múltiples asociaciones 
intra-nivel (no representadas) y entre niveles no necesariamente contiguos. Uno de nuestros objetivos 
globales ha sido definir mejor esas asociaciones intra e inter-niveles con el propósito último de perfilar 
mejor el pronóstico de la enfermedad. Hemos de resaltar que la asociación estadística no 
necesariamente implica relación causal o  patogénica (aunque no se descarta, y  la presencia de 
asociación estadística  es una buena justificación para buscar esa asociación causal),  y que nuestro  
propósito inicial fue que esas asociaciones puedieran servir como marcadores de la evolución de la 
enfermedad o de diferentes características de la misma.  
 
  




2 OBJETIVOS  
 
El objetivo global de esta tesis doctoral es definir mejor el pronóstico del CEC. Para ello, 
hemos establecido los siguientes objetivos específicos  (Figura 5). 
 
Objetivo 1. Definir el pronóstico del CEC en función de las asociaciones del nivel clínico-
patológico (nivel 1). Para ello: 
 
1.1-Evaluamos las asociaciones entre distintas características clínico-patológicas 
de dicho nivel y su capacidad para definir el pronóstico de forma individual y en 
combinación, mediante modelos de análisis multivariante.  
 
1.2- Estudiamos en la muestra de CEC de forma retrospectiva qué sistema de estadiaje de 
los utilizados en la actualidad definió mejor el pronóstico de la enfermedad.   
 
Objetivo 2. Definir el pronóstico del CEC en función de las asociaciones del nivel de 
marcadores proteicos (nivel 2), solos o en combinación con características clínico-patológicas 
del CEC. Para ello: 
 
2.1- Analizamos las asociaciones entre distintos marcadores proteicos (nivel 2) y 
su capacidad para definir características clínico-patológicas (nivel 1). 
 
2.2- Definimos el pronóstico del CEC (eventos de mala evolución clínica durante el 
seguimiento), como hemos indicado en la propuesta de este objetivo 2. 
  
Objetivo 3. Definir el pronóstico del CEC en función de los miRNAs identificados (nivel 3), 
solos o en combinación con características clínico-patológicas del CEC (nivel 1) y/o factores 
proteicos (nivel 2). Para ello: 
 
3.1. Identificamos el patrón de expresión diferencial de miRNAs en distintas fases de 
progresión del CEC en un panel de líneas celulares. Y elegimos alguno de los miRNA s 
obtenidos, para llevar a cabo los estudios posteriores, basándonos en su interés en la 
homeóstasis de la piel y sus implicaciones en cáncer. Así se eligieron el miR-205 y el miR-203.   
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3.2-Identificamos las asociaciones entre los miRNAs elegidos (nivel 3) y distintos 
marcadores proteicos (nivel 2), y su capacidad para definir características clínico-
patológicas (nivel 1) de forma individual y en combinación. 
 
3.3- Evaluamos las dos técnicas de análisis de miRNAs empleadas en tumores humanos 
(QPCR e hibridación in situ) y comparamos su eficaciaa la hora de contribuir a definir el 
pronóstico del CEC.  
 
Objetivo-4. Identificar clústeres de pacientes con CEC de diferente pronóstico, en 
función de las asociaciones encontradas en los distintos niveles estudiados.  
 
Objetivo-5. Determinar, si los diferentes niveles de asociaciones estudiados, se 
relacionan entre sí de forma distinta en diferentes formas histopatológicas de CEC. En este 
trabajo, nos hemos centrado en estudiar si esos niveles de interacciones son distintos en el 
CEC clásico versus el CEC bowenoide/enfermedad de Bowen, para intentar definir si pueden 



































1 ESTUDIO CLÍNICO-EPIDEMIOLÓGICO DE LOS PACIENTES 
 
Para llevar a cabo este estudio, se revisaron las historias clínicas de 105 pacientes con CEC 
y se elaboró una base de datos clínico-epidemiológica en la que se incluyeron las siguientes 
variables que se describen a continuación. 
 
1.1 Variables epidemiológicas 
 
Entre las variables epidemiológicas se incluyeron: 
1.) Edad en años; 2.) Sexo: varón/mujer; 3.) Exposición solar crónica (sí/no): Se consideró que 
el paciente había sufrido exposición solar crónica si refería antecedentes personales de trabajo 
al aire libre y/o desarrollaba habitualmente actividades en el exterior. 4.) Antecedentes 
personales de queratosis actínicas (QA)(sí/no); 6.) de cáncer cutáneo no melanoma (CCNM) 
(sí/no); 5.) de CEC (sí/no); 6.) de otros tipos de cáncer (sí/no); 7.) Inmunosupresión (sí/no): Se 
consideró que el paciente estaba inmunodeprimido si estaba recibiendo quimioterapia, si 
estaba tomando fármacos inmunosupresores para el tratamiento de algún tipo de cáncer y/o 
enfermedad crónica o si tenía un tumor sólido de órganos internos. 
 
1.2 Variables clínicas 
 
Dentro de las variables clínicas se consideraron: 
1.) Área de piel fotoexpuesta (sí/no): Se consideraron como áreas de piel fotoexpuestas la piel 
de cabeza y cuello, el escote y el dorso de las manos; 2.) Localización del tumor: (i) Cabeza y 
cuello de alto riesgo  (oreja, región preauricular, labio, localización palpebral, localización nasal 
y sien), (ii) Cabeza y cuello de bajo riesgo (frente, mejilla y cuero cabelludo),  (iii) Tronco y 
miembros; 3.) Tratamiento previo del CEC (sí/no): Se consideró que un tumor había sido 
previamente tratado si en la historia clínica de dermatología constaba la utilización de algún 
tratamiento con éxito o no para tratar el CEC en la localización en que posteriormente el 
tumor fue extirpado. En este contexto, los tratamientos que se consideraron fueron 
crioterapia, electrodesecación, imiquimod al 5% en crema y cirugía convencional; 4.) 
Extirpación completa del tumor primario (sí/no): Se consideró que el tumor estaba 
completamente extirpado si en el informe de dermato-patología figuró el comentario “bordes 
quirúrgicos libres”. La extirpación completa del  tumor se comprobó posteriormente al realizar 
la evaluación histopatológica. 5.) Tratamiento coadyuvante con radioterapia (sí/no). 6.) 
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Velocidad de crecimiento: se consideró en mm/mes teniendo en cuenta el tamaño del tumor 
primario y el inicio de la advertencia de la lesión por parte del paciente. 
 
1.3 Variables evolutivas 
 
Se consideraron las siguientes variables evolutivas: 
1.) Recidiva local (sí/no): se consideró que un tumor hubo recidivado si, tras un informe inicial 
histopatológico con bordes quirúrgicos libres, el paciente desarrolló un CEC en la misma 
localización en que se hubo extirpado el CEC primario (sobre la cicatriz o en relación con ella) 
después de dos meses de la cirugía. 2.) Progresión ganglionar: se consideró si el paciente 
desarrolló metástasis ganglionares durante el seguimiento. 3.) Progresión a distancia: Se 
consideró cuando el paciente hubo desarrollado metástasis en órganos a distancia durante el 
seguimiento; 4.) Muerte por CEC: se reconoció como tal cuando el paciente murió por causa 
atribuible al CEC, ya fuera por disfunción multiorgánica secundaria a la infiltración tumoral, 
sepsis en el contexto del CEC, etc…); 5.) Desarrollo de algún evento cualquiera de mala 
evolución (sí/no): Se consideró si el paciente desarrolló algún evento de mala evolución 
durante el seguimiento de al enfermedad; en concreto uno o más de los siguientes: recidiva 
local, progresión ganglionar, progresión a distancia o muerte por CEC.  6.) Tiempo hasta el 
desarrollo de algún evento de mala evolución (en meses); 7.) Tiempo hasta la recidiva local 
(en meses); 8.) Tiempo hasta la progresión ganglionar (en meses). 8.) Tiempo hasta la 
diseminación a órganos internos (en meses). 9.) Tiempo hasta el exitus por CEC (en meses). 
 
1.4 Descripción de la cohorte de estudio  
 
A continuación describimos la distribución de las variables anteriores en la cohorte de 
estudio. Describiremos (i) la cohorte de estudio global; (ii) dentro de la anterior la sub-cohorte 
de CEC clásico una vez extraído el “grupo de enfermedad de Bowen y carcinoma bowenoide”, 
(iii) dentro de la anterior la sub-cohorte en que se llevó a cabo un estudio de miRNAs por 
hibrización in situ y QPCR y (iv) la subcohorte del grupo de “enfermedad de Bowen y 
carcinoma bowenoide”.  
 
En este trabajo, partimos de una serie de 118 casos de CEC diagnosticados en el mismo 
número de individuos. De forma resumida, la distribución por sexos se repartió 
aproximadamente igual entre hombres y mujeres (62 hombres y 56 mujeres). Los pacientes 
tuvieron una edad entre 47 y 105 años, más de la mitad de ellos (53,3%) se encontraron entre 
76 y 91 años. En la mayoría de los casos se demostraron antecedentes de exposición solar 
crónica (97,3%) y de QA (79,3%). En más de la mitad de los casos (51%) se demostró el 
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antecedente de CCNM y en el 44,5% existió el antecedente de CEC. En 12 pacientes hubo 
inmunosupresión y en 23 de ellos antecedentes de otros tipos de cáncer.     
 
  En relación con la localización del tumor, la mejilla y la frente fueron las localizaciones 
más frecuentes, pero por la gran cantidad de categorías en esta variable, que son meramente 
descriptivas pero sin utilidad pronóstica, la variable se reclasificó –tal y como hemos 
comentado más arriba- en cabeza y cuello de alto riesgo, cabeza y cuello de bajo riesgo, y 
tronco y miembros (esta última localización se incluyó para agrupar en una categoría única de 
tamaño suficiente una serie de localizaciones del CEC en que el tamaño individual de cada 
muestra fue pequeño, más que por motivos de implicación pronóstica previamente 
demostrada en la literatura). De hecho, somos conscientes del pronóstico intermedio que se 
confieren a las lesiones localizadas en manos y pies y del bajo riesgo de las localizadas en el 
tronco. 
  
En la séptima edición de TNM de la American Joint Committee on Cancer (AJCC) para el 
CEC, las localizaciones de alto riesgo son la oreja y la mucosa del labio. Estas localizaciones 
pueden modificar el estadio tumoral de T1 a T2, cuando en un tumor T1 de estas localizaciones 
se asocia al menos a otro factor de los considerados de alto riesgo en el CEC. En este sentido, 
en nuestra muestra hubo 9 pacientes en los que el tumor se asentó en la oreja y 13 en los que 
el tumor se localizó en el labio. Por tanto, en total fueron 22 los casos que se localizaron en 
áreas de alto riesgo. Además, también consideramos de alto riesgo la localización preauricular 
(por su alto riesgo de infiltración hacia la glándula parótida), la nariz y la sien, por ser éstas 
localizaciones en que se ha demostrado un comportamiento más agresivo del CEC, según las 
guías de la National Comprehensive Cancer Network (NCCN).  
 
En relación con el diagnóstico, 110 casos correspondieron a CEC invasor y el resto (8 
casos) a CEC intraepitelial (enfermedad de Bowen). Durante el proceso de análisis de los 
resultados se comprobó que un subgrupo de CEC invasores presentó rasgos parecidos a los de 
la enfermedad de Bowen desde el punto de vista histopatológico e inmunohistoquímico. 
Además, en esos casos se observaron restos de enfermedad de Bowen en el epitelio adyacente 
al tumor invasor. A partir de ese momento este grupo de CEC invasores, que fueron 
clasificados como CEC bowenoides (CB), se unieron en el análisis a los casos de enfermedad de 
Bowen y se sacaron del grupo de los CEC clásicos, con el fin de profundizar en la posibilidad de 
que ambos procesos fueran fases evolutivas distintas de una misma entidad. Después de esta 
reclasificación, la muestra se repartió en 20 casos de enfermedad de Bowen y carcinoma 
bowenoide (12 casos de carcinoma invasor y 8 de enfermedad de Bowen) y 98 casos de CEC 
típico, que fueron tanto analizados por separado como comparados entre sí. A continuación, 
se detallan las características de las muestras de CEC y de CB analizadas en nuestro estudio. El 
tiempo de seguimiento de los pacientes de la cohorte fue entre 48 y 96 meses, con una 
mediana de seguimiento de 70 meses.  
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1.4.1  Descripción de la muestra de CEC (excluyendo el grupo de enfermedad 
de Bowen y carcinoma bowenoide) 
 
La descripción de la muestra de los CEC,  de este estudio, una vez excluido el grupo 
“bowenoide”, se resume en la Tabla 5. 
 
a.  Variables clínico-epidemiológicas 
 
  El grupo de CEC estuvo constituido por 98 CECs procedentes del mismo número de 
pacientes; 51 casos fueron en varones y 47 en mujeres. La edad media fue de 83,65 años 
(±10,18). El intervalo modal de edad fue de 76-91 años (50 casos), en el que la distribución por 
sexos fue similar, siendo mayor la frecuencia en varones para edades más tempranas y de 
mujeres para edades más tardías. En cuanto a la localización, 46 tumores asentaron en áreas 
de cabeza y cuello de alto riesgo, 38 en cabeza y cuello de bajo riesgo, y 14 tumores en tronco 






Figura 6: Imágenes clínicas de CEC en diversas localizaciones. (a) CEC asentando en labio inferior; (b) 
CEC en región temporal izquierda; (c) CEC zona mandibular; (d) CEC en dorso de mano izquierda.  
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Se registraron antecedentes de queratosis actínicas en 74 casos (75,5 %), de cáncer 
cutáneo no melanoma en 50 casos (51%) y de CEC específicamente en 45 casos (45,9%). Hubo 
antecedentes de otros tumores en 17 pacientes (17,3%) y de inmunosupresión en 12 casos 
(12,2%). La velocidad de crecimiento se calculó a través de un cociente que relacionaba el 
tamaño horizontal del tumor y el tiempo hasta el diagnóstico y, por lo tanto, fue determinada 
en mm/mes. La media de velocidad de crecimiento en la serie fue de 4,36 mm/mes (DS = 
3,88). Arbitrariamente, transformamos la variable continua en una dicotómica con el punto de 
corte en 5 mm/mes. En 29 casos la velocidad de crecimiento fue mayor de 5 mm/mes, y en 61 
casos, menor de 5 mm/mes, en los 90 casos en los que se pudo calcular este dato. El tiempo 





Figura 7: CEC en zonas de piel fotoexpuesta con intenso daño actínico . Nótese la presencia de 
queratosis actínicas (*) que asientan en el área de cancerización.  
 
b. Parámetros evolutivos y de seguimiento 
 
En 18 pacientes se había tratado el tumor previamente a la intervención quirúrgica (6 
casos con crioterapia, 1 con Imiquimod, 5 con cirugía y 4 con otros métodos). El tumor se 
extirpó completamente en 80 casos y los bordes quirúrgicos no se encontraron libres de 
tumor en 16, (n=96). De estos últimos, 7 de ellos presentaron recurrencia del tumor y 13 
pacientes recibieron tratamiento complementario con radioterapia. Este último grupo fue de 
alto riesgo y, de ellos, 7 desarrollaron algún evento de mala evolución durante el seguimiento. 
 
Veintiún pacientes desarrollaron algún evento de mala evolución durante el 
seguimiento (21,4 %) que consistieron en: recidiva local/recurrencia del tumor primario en 12 
pacientes (12,2%), metástasis ganglionares en 13 pacientes (13,3%), metástasis en órganos en 
2 pacientes (2,04 %), (uno de ellos con metástasis pulmonares y el otro con metástasis en 
múltiples órganos, entre ellos también en pulmón) y muerte por CEC, 5 pacientes (5,1%). 
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Algunos pacientes presentaron más de un evento de mala evolución clínica diferente, por lo 
que la suma de eventos de mala evolución evaluados fue mayor que la de los pacientes que los 
desarrollaron. En cuanto al estadio evolutivo al diagnóstico, 35 pacientes se encontraban en 
estadio I (35,71%) y 63 pacientes en estadio II (64,3%) (Figura 8). El estadio T, con arreglo a la 
clasificación del Brigham and Women’s Hospital, fue T1 en 35 casos (35,7%), T2a en 40 
tumores (40,8%) y T2b en 23 casos (23,5%). El periodo de seguimiento fue entre  36 y 96 meses 
(mediana de seguimiento de 70 meses). Al final de periodo de seguimiento, 34 pacientes se 
encontraban en estadio I, 50 pacientes en estadio II,  10 pacientes en estadio III y 4 pacientes 
en estadio IV. En 13 pacientes hubo progresión de su estadio tumoral durante el seguimiento 
(Figura 8). De ellos, 5 pacientes murieron como consecuencia del CEC, aunque 30 pacientes 
fueron exitus durante el seguimiento (25 de ellos por causas distintas del CEC).  
 







Sexo 51V/47M  
Historia de QA 74 75,5 
Historia de CCNM 50 51 
Historia de CEC 45 45,9 
Historia de ESC 90 91,8 
Inmunosupresión 12 12,24 
Tiempo hasta 
el diagnóstico 
< 2 meses 11 11,22 
> 2 meses 87 88,78 
Localización CC alto riesgo 46 46,9 
CC bajo riesgo 38 38,8 
Tronco y MM 14 14,3 
Evolutivas Eventos de mal pronóstico 
totales 
21 21,4 
Recidiva local 12 12,2 
Progresión ganglionar 13 13,3 
Progresión a distancia 2 2 
Progresión del TNM 13 13,3 
Muerte por CEC 5 5,1 
 
Tabla 5: Resumen de características clínico-epidemiológicas y evolutivas de la serie de carcinoma 
epidermoide cutáneo: V (varón), M (mujer) QA (queratosis actínica), ESC (exposición solar crónica), 
CCNM (cáncer cutáneo no melanoma), CEC (carcinoma epidermoide cutáneo),CC (cabeza y cuello), MM 
(miembros) DS (desviación estándar).  
 








Figura 8: Distribución del estadio TNM en los pacientes al diagnóstico (a), al final del seguimiento (b), y  
de los pacientes que desarrollaron progresión del TNM durante su evolución (c).  




1.4.2 Descripción de la muestra de tumores en la que se realizó la 
determinación de los niveles de miRNAs mediante QPCR    
 
En la serie descrita en al apartado anterior se evaluaron una serie de miRNAs (miRNAs) 
mediante hibridación in situ (ISH). Una parte de esos tumores fueron coleccionados 
prospectivamente y en ellos se procedió a la validación de los miRNAs no sólo mediante 
hibridación in situ (ISH), sino también mediante QPCR. Las características clínico-
epidemiológicas y evolutivas de esta muestra se resumen en la Tabla 6. que, como veremos, 
fue representativa del resto de la muestra principal, aunque más pequeña y con un menor 
número de eventos de mala evolución clínica.         
 
VARIABLES   N Porcentaje 
Clínico-epidemiológicas Edad (media / DS) 84,34 (8,95)  
Sexo 26V/21M 55,3V/44,7M 
Historia de QA 42 89,4 
Historia de CCNM 24 51,1 
Historia de CEC 24 51,1 
Historia de ESC 44 93,6 
Inmunosupresión 4 8,5 




Tronco y MM 7 14,9 
Evolutivas Eventos de mal pronóstico 
totales 
4 8,5 
Recidiva local 3 6,4 
Progresión ganglionar 3 6,4 
Progresión a distancia 1 2,1 
Progresión del TNM 3 6,4 
Muerte por CEC 1 2,1 
 
Tabla 6: Resumen de características clínico-epidemiológicas y evolutivas: V (varón), M (mujer), QA 
(queratosis actínica), ESC (exposición solar crónica), CCNM (cáncer cutáneo no melanoma), CEC 
(carcinoma epidermoide cutáneo), CC (cabeza y cuello), MM (miembros) DS (desviación estándar). 
 




1.4.3 Descripción de la muestra de enfermedad de Bowen y “carcinoma 
bowenoide” 
 
Para intentar valorar si el grupo constituido por los casos de enfermedad de Bowen y de 
“carcinoma bowenoide” formaban una entidad común, inicialmente, se realizó una descripción 
de la muestra (Tabla 7). De forma global, comprobamos que los tumores en este grupo 
presentaron características similares en términos clínico-patológicos, biológicos y moleculares, 
como expondremos en la sección de resultados; y, por lo tanto, tuvo sentido valorar si, 
efectivamente, era diferente al grupo de CEC típico. Pasamos a continuación a describir sus 
características. 
 
El grupo (N=20 casos) constaba de 8 casos de enfermedad de Bowen y 12 de carcinoma 
epidermoide invasivo, con rasgos citológicos de enfermedad de Bowen, y enfermedad de 
Bowen asociada al margen del tumor en el epitelio (“carcinoma bowenoide”). La muestra se 
distribuyó igualmente entre hombres y mujeres, con una media de edad de 85,45 años. Los 
rasgos clínico-epidemiológicos y evolutivos de la muestra aparecen en la Tabla 7.  
 
En el 70% de los casos (N=14) el tumor primario no había recibido ningún tratamiento 
previo a la extirpación. Ésta fue completa en 17 casos y alguno de los márgenes se encontró 
afectado en 3 casos. Ninguno de los casos desarrolló recidiva local, ni progresión ganglionar o a 
distancia, y ninguno de los pacientes falleció en esta cohorte como consecuencia del CEC 
(aunque 4 pacientes fallecieron durante el seguimiento debido a comorbilidades relacionadas 





























Edad media 85,45 rango (65-105) 
Historia de ESC 18 90 
Historia de QA 16 80 
Historia de CCNM 14 70 
Historia de CEC 8 40 
Otros cánceres 4 20 
Inmunosupresion 4 20 
Localización  CC alto riesgo 10 50 
CC bajo riesgo 7 35 
Tronco y MM 3 15 
Tamaño media 16,55 rango(9-40) 
Espesor <2 mm 14 70 
>2 mm 6 30 
Velocidad de 
crecimiento 
< 5 mm /mes 20 100 
> 5 mm / mes 0  




Tabla 7: Descripción de la muestra de casos de enfermedad de Bowen y ”carcinomas bowenoides” de 
nuestra cohorte: ESC (exposición solar crónica), QA (queratosis actínica), CCNM (cáncer cutáneo no 
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2 MUESTRAS DE TEJIDOS 
 
Se seleccionaron de manera prospectiva y consecutiva en una serie de pacientes con CEC; 
y de manera retrospectiva en un grupo de pacientes previamente diagnosticados del mismo, 
con evolución clínica conocida. De aquellos tumores que se habían incluido en el estudio de 
manera prospectiva, se almacenó una parte de la muestra -80º C. De dichas muestras se 
extrajo el RNA total, incluyendo los miRNA, y realizó la cuantificación mediante QPCR de la 
expresión de los miRNA candidatos seleccionados, miRNA-203 y miRNA-205 (tal y como queda 
explicado más arriba). Todos los tumores obtenidos se analizaron histopatológicamente 
mediante tinciones convencionales de hematoxilina-eosina y diversas tinciones de 
inmunohistoquímica. Se realizó asimismo hibridación in situ para miRNA-203 y miRNA-205 en 
tejidos en parafina de los tumores.  
 
2.1 Análisis histopatológico de los tumores 
2.1.1 Hematoxilina y Eosina 
 
El proceso de tinción con hematoxilina y eosina consta de cuatro pasos: fijación, inclusión, 
corte y tinción.  1.) Fijación: cuando el tejido se extrae de un organismo vivo, éste sufre 
procesos de degradación por autolisis y putrefacción. Con el fin de preservar las características 
morfológicas y moleculares del tejido para su posterior estudio, éste se fija con un solvente 
orgánico (habitualmente el formaldehido al 4%). 2.) Inclusión: una vez fijado el tejido, éste 
debe procesarse para su tinción y posterior observación; en general deben realizarse cortes 
muy finos de 5-10 micrómetros de espesor y para ello previamente éste debe endurecerse. Por 
ello, el segundo paso es la inclusión en parafina, que es una resina sólida a temperatura 
ambiente y líquida en el rango entre 50% y 70%, dependiendo de sus características. 
Previamente a su inclusión en parafina, el tejido se deshidrata pasándolo por una serie de 
alcoholes a concentraciones crecientes y, por último, xilol. 3.) Corte: Una vez que el tejido ha 
sido fijado en formol e incluido en parafina, éste se corta con un micrótomo, que permite 
hacer cortes de pocas micras de espesor. 4.) Tinción: La tinción se realiza tras desparafinar el 
tejido con xilol e hidratarlo pasándolo por una serie de alcoholes de concentraciones 
decrecientes y al final agua destilada. La tinción consiste en pasar el corte de tejido colocado 
sobre un portaobjetos por una solución de eosina, seguido de un lavado y un paso por 
hematoxilina. Posteriormente, se lava para deshidratar la muestra con mezclas de alcoholes y 
de xilol, y se monta con medio de montaje y un cubreobjetos. 
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2.1.2 Variables histopatológicas analizadas en los tejidos teñidos con 
hematoxilina-eosina   
 
Se llevó a cabo una doble evaluación de todas las muestras tumorales estudiadas con 
técnicas convencionales. En el análisis histopatológico se evaluaron las siguientes variables: 
 
1.) Diagnóstico: Se consideraron los diagnósticos de (i) CEC, cuando el tumor invadía la 
dermis tras rebasar la membrana basal; (ii) enfermedad de Bowen (EB), cuando existía 
displasia epitelial que afectaba a todo el grosor del epitelio con preservación de la membrana 
basal y (iii) carcinoma epidermoide bowenoide (CB),  aquel que derivaba de una enfermedad 
de Bowen, que se demostraba además en el epitelio adyacente al tumor, y que tenía 
características histopatológicas de crecimiento expansivo, con células de gran tamaño, con 
escasa diferenciación queratósica y, en ocasiones, con acantolisis. Se excluyeron los 
queratoacantomas; 2.) Elastosis actínica: (sí / no): se consideró que existía elastosis actínica 
cuando se comprobó la existencia de fibras elastóticas o degeneración basófila del colágeno en 
la dermis reticular adyacente al tumor. Se excluyó la dermis papilar para dicho propósito; 3.) 
Queratosis actínica asociada: (sí / no): se consideró que existía queratosis actínica asociada al 
tumor si en las proximidades del mismo, dentro de la preparación histopatológica, se 
demostraban células displásicas en el epitelio en un área en la que éstas no rebasaban la 
membrana basal; 4.) Ulceración: (sí / no): se identificó cuando en alguno de los cortes de la 
preparación histopatológica existía pérdida de continuidad en el epitelio no debida al 
procesamiento de la muestra; 5.) Espesor: (mm). Se determinó considerando el mayor espesor 
detectado en los cortes histopatológicos teñidos con hematoxilina-eosina, desde la capa 
granulosa hasta la célula tumoral detectada más profundamente en los CEC invasores. En los 
CEC in situ (enfermedad de Bowen) se consideró que el espesor de la lesión era cero, por no 
haber rebasado la membrana basal. El espesor se determinó con el programa informático 
OV100 software (Olympus™). 6.) Tamaño (diámetro del tumor) (en mm): el tamaño horizontal 
del tumor también se determinó con el soporte informático OV100 software (Olympus™); 7.) 
Grado de diferenciación: se distinguió entre bueno, moderado y pobre o indiferenciado. En la 
determinación del grado de diferenciación tumoral se siguió la clasificación propuesta por 
Johnson para el CEC (Johnson et al., 1992), que es actualmente la más utilizada para 
determinar el grado de diferenciación tumoral y ha sido además validada por diversos estudios 
(Brantsch et al., 2008; Clayman et al., 2005; Jambusaria-Pahlajani et al.; Karia et al., 2013a). 
Este sistema de clasificación diferencia entre: (i) CEC bien diferenciados, si tienen un fenotipo 
celular epitelial, con desmosomas evidentes y diferenciación queratósica en más del 75% del 
tumor; (ii) mal diferenciados, aquéllos en los que se demuestra mala difere nciación, sin 
diferenciación queratósica clara, con morfología celular más fusiforme y sin uniones 
desmosómicas en más del 75% del tumor; y (iii) los casos intermedios, se clasifican como 
moderadamente diferenciados, a medio camino entre los dos anteriores. 8.) Patrón de 
crecimiento: se diferenció entre patrones de crecimiento infiltrativo, expansivo y mixto. Se 
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consideró que el patrón de crecimiento fue: (i) infiltrativo, si el tumor exhibía la presencia de 
pequeños nidos, cordones de células o células aisladas en la periferia del tumor; (ii) expansivo, 
cuando el tumor presentaba un crecimiento compacto en masa, sin células disgregadas en el 
frente de invasión y (iii) mixto, cuando el tumor presentaba un patrón de crecimiento 
predominantemente expansivo, pero en alguna zona tendía al desarrollo del patrón 
infiltrativo; 9.) Infiltración perineural (IPN): (sí / no): se consideró su presencia si existía 
depósito de células tumorales en torno al perineuro o dentro del propio nervio. En los casos 
dudosos, se realizaron tinciones con inmunohistoquímica frente a S100 y/o queratinas para 
identificar adecuadamente tanto las células tumorales como las estructuras nerviosas; 10.) 
Infiltración linfovascular (ILV): (sí / no): se consideró cuando se demostraron células 
tumorales en el interior de los vasos capilares o linfáticos en la pieza quirúrgica. La tinción con 
D2-40 permitió además comprobar el contorno de los vasos linfáticos y, por lo tanto, 
demostrar de manera más fiable la existencia de células tumorales en el interior de los 
mismos; 11.) Desmoplasia: (sí / no): se evaluó el estroma tumoral y se recogió si éste exhibía 
engrosamiento de los haces de colágeno en el 30% del tumor o más (Brantsch et al., 2008).  
 
12.) Infiltrado inflamatorio peritumoral (IIPT): (se diferenció entre nulo, escaso, 
moderado e intenso, según los siguientes criterios: (i) Se consideró IIPT escaso, cuando existía 
un infiltrado inflamatorio salpicado en la periferia del tumor, difícil de apreciar a pequeño 
aumento; (ii) moderado, si existía un infiltrado discontinuo, pero no únicamente salpicado, 
apreciable a pequeño aumento ; (iii) intenso, cuando existía un infiltrado inflamatorio continuo 
en torno al tumor, con áreas de inflamación más compacta en algunas zonas. Se evaluó a un 
aumento de 100x; 13.) Celularidad predominante del IIPT: se clasificó el infiltrado en 
predominantemente linfocitario, linfohistiocitario, plasmocitario y neutrofílico, según la 
subpoblación predominante. También se determinó la presencia de eosinófilos. En aquellos 
casos en los que en la celularidad del infiltrado no predominaba ningún tipo celular, se 
clasificaron como mixtos; 14.) Infiltrado inflamatorio intratumoral (IIIT): también se 
diferenció entre nulo, escaso, moderado e intenso, según los siguientes criterios: (i) IIIT escaso, 
si se demostraban células salpicadas en el seno del parénquima del tumor; (ii) moderado, si las 
células se distribuían de manera difusa pero formando grupos en algunos casos; (iii) intenso, 
cuando las células formaban nódulos inflamatorios en el seno del parénquima tumoral. Se 
evaluó a un aumento de 200x; 15.) Celularidad predominante del IIIT: Se clasificó el infiltrado 
en predominantemente linfocitario, linfohistiocitario, plasmocitario y neutrofílico. También se 
buscó la presencia de eosinófilos. Aquellos casos en los que no predominaba ningún tipo 
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2.1.3 Descripción de las variables histopatológicas evaluadas en el grupo de 
pacientes con CEC  
 
El resumen de la descripción de las variables histopatológicas en esta muestra aparece 
en la Tabla 9. Hemos considerado el tamaño tumoral como variable histopatológica porque, 
debido a la falta de datos fiables al respecto en las historias clínicas, éste fue medido sobre las 
preparaciones teñidas con hematoxilina-eosina. Dado que las muestras reducen su tamaño 
cuando se fijan para su posterior procesado, es posible que el tamaño real de los tumores 
fuera discretamente superior. En resumen, el tamaño tumoral osciló entre 5 y 70 mm de 
diámetro, con una media de 19,27 mm. Por otra parte, el espesor varió entre 1 y 25 mm 
(considerando los CEC invasores, con ruptura de la membrana basal) con una media de 7,15 
mm. 
 
En lo referente al grado de diferenciación, la mitad de los tumores fueron 
moderadamente diferenciados en concreto 49/98, bien diferenciados 30/98 (30,6%) y 
pobremente diferenciados 19/98 (19,4%) (Figura 9). Respecto al patrón de crecimiento, más 
de la mitad de los tumores exhibieron un patrón de crecimiento infiltrativo (54/98), algo más 
de la cuarta parte tuvieron un patrón de crecimiento expansivo (26/98) y 18 casos (18,4%) 
presentaron un patrón de crecimiento mixto (Figura 10). En las Figuras 11-13 se representan 
ejemplos de imágenes panorámicas de CEC con patrón de crecimiento expansivo, mixto 
(predominantemente expansivo con área de crecimiento infiltrativo) e infiltrativo.  
 
Se demostró la presencia de elastosis solar en la histopatología de 95 de los tumores 
(96,9%) y de queratosis actínica asociada al tumor en 70 casos (71,4%). Por lo tanto, en 
general, los tumores estuvieron asentados en áreas de piel que habían sufrido exposición solar 
crónica. Un 22,4% de los tumores exhibieron infiltración perineural (23/98) y un 7,1% 
infiltración linfovascular (7/98). La desmoplasia se encontró en un 19,38% de los casos 
(19/98). En la Figura 13, que representa una imagen panorámica de un CEC con patrón de 
crecimiento infiltrativo, es posible identificar desmoplasia (especialmente en 13(b)). En la 























Figura 9: Grado de diferenciación del CEC. (a) En la parte superior de la imagen se muestran ejemplos 
representativos de tumores con grado bueno de diferenciación (izquierda), moderado (centro) y  pobre 














Figura 10: Patrón de crecimiento en los CEC. (a) Arriba a la izquierda, ejemplo representativo de un 
tumor con patrón de crecimiento expansivo, con intensa queratinización y, arriba a la derecha, ejemplo  
representativo de un tumor con patrón de crecimiento infiltrativo, en el que se ven los cordones de 
células que se van infiltrando hasta capas más profundas de la piel. Nótese, en la imagen de la derecha 
cómo existen fibras de colágeno más gruesas (desmoplasia). (b) Distribución del patrón de crecimiento 


























Figura 12: Imagen panorámica de un tumor moderadamente diferenciado con patrón de crecimiento 
mixto. A la izquierda de la imagen se observa un componente expansivo del tumor, mientras que a la  
derecha existen cordones de células que tienden a infiltrar en profundidad (20 X). El tumor, exhibe una 










Figura 13: CEC pobremente diferenciado y con patrón de crecimiento infiltrativo:  (a) imagen 
panorámica del tumor sin diferenciación queratósica ; (b) presencia de engrosamiento de los haces de 
colágeno, desmoplasia; (c, d) infiltración perineural. El área con infiltración perineural se señala con un 
rectángulo de color blanco en la imagen panorámica.   
 
 
La mayoría de los tumores de nuestra serie presentaron un infiltrado inflamatorio 
peritumoral moderado (33/98) o intenso (42/98). Curiosamente, se invirtió la tendencia en el 
infiltrado inflamatorio intratumoral, que fue más frecuentemente nulo (46/98) o escaso 
(31/98). La distribución de frecuencias para la intensidad de los infiltrados inflamatorios figura 
en la Tabla 8, (Figura 14). Este fenómeno se ha estudiado poco en el cáncer cutáneo, en 
general y, particularmente, en el CEC. Se conoce, no obstante, su influencia potencial en la 
patogenia del cáncer (Arwert et al., 2010; Azzimonti et al., 2014) y, por este motivo, decidimos 
analizarlo en nuestra serie de tumores. Además, también se analizó la celularidad 
predominante del infiltrado inflamatorio en cada caso (excluyendo, obviamente, los casos en 
los que la intensidad del infiltrado inflamatorio fue nula). Tanto en el infiltrado inflamatorio 
peritumoral como en el intratumoral, la celularidad predominante fue linfohistiocitaria en la 
mayoría de los casos, seguido por las células plasmáticas.   
 









Figura 14: Distribución de las frecuencias de intensidad del infiltrado inflamatorio (a) peritumoral y (b) 














N Porcentaje N Porcentaje 
Linfohistiocitario 52 55,9 28 54,9 
Células Plasmáticas 22 23,7 10 19,6 
Infiltrado Mixto 19 20,4 12 23,5 
Eosinófilos 0 0 1 2,0 
 93 100,0 51 100,0 
 
Tabla 8: Distribución de frecuencias de la celularidad predominante en los infiltrados inflamatorios 
peritumoral e intratumoral. 
 
La presencia variable de ulceración indicó si el tumor tenía o no solución de 
continuidad en el momento del diagnóstico. Según esto, el 48,3% de los tumores presentaron 
ulceración en ese momento, el 29,2% no estuvieron ulcerados, y en el resto de los casos este 




Figura 15: CEC ulcerados: (a) sien derecha; (b) cuero cabelludo; (c) región preauricular. Estos tumores 
exhibieron además clínicamente una velocidad de crecimiento rápida (mayor de 5 mm / mes).  
 
 











Histopatológicas Espesor (media /desviación estándar) 7,15 (DS 4,39)  
Tamaño (media /desviación estándar) 19,27(DS 9,55)  
Grado de diferenciación Bueno 30 30,6 
Moderado 49 50 
Pobre 19 19,4 
Patrón de crecimiento Expansivo 26 26,5 
Mixto 18 20,4 
Infiltrativo 54 53,1 
Infiltración perineural 23 23,5 
Invasión linfovascular 7 7,1 
Desmoplasia 19 19,4 
Elastosis solar 95 96,9 
QA asociada a tumor 70 71,4 
Infiltrado inflamatorio 
peritumoral 
Nulo 5 5,1 
Escaso 18 18,4 
Moderado 33 33,7 
Intenso 42 42,9 
Infiltrado inflamatorio 
intratumoral 
Nulo 46 46,9 
Escaso 31 31,6 
Moderado 13 13,3 
Intenso 8 8,2 
 
Tabla 9: Resumen de características histopatológicas de la serie de carcinoma epidermoide cutáneo:  V 
(varón), M (mujer) QA (queratosis actínica), ESC (exposición solar crónica), CCNM (cáncer cutáneo no 
melanoma), CEC (carcinoma epidermoide cutáneo), CC (cabeza y cuello), MM (miembros), DS (desviación 
estándar). 
 
2.1.4 Descripción de las variables histopatológicas evaluadas en el grupo de 
CEC en los que se determinaron los miRNA mediante HIS y QPCR 
 
La descripción de las variables histopatológicas evaluadas en la serie de CEC en los que 
la determinación de la expresión de los miRNA se realizó tanto con HIS como con QPCR 
aparece en la Tabla 10. 
 




VARIABLES   N Porcentaje 
Histopatológicas Espesor (media/DS) 6,07 (3,95) 
Tamaño (media/DS) 18,09 (7,06)  
Grado de diferenciación Bueno 20 42,6 
Moderado 21 44,7 
Pobre 6 12,8 
Patrón de crecimiento Expansivo 13 27,7 
Mixto 16 38,3 
Infiltrativo 18 34 
Infiltración perineural 7 14,9 
Invasión linfovascular 1 2,1 
Desmoplasia 7 14,9 
Ulceración 18 38,3 
Elastosis solar 46 97,8 
QA asociada a tumor 27 57,4 
Infiltrado inflamatorio 
peritumoral 
No intenso 24 51,1 
Intenso 23 48,9 
Infiltrado inflamatorio 
intratumoral 
No intenso 46 97,9 
Intenso 1 2,1 
 
Tabla 10: Variables histopatológicas de la muestra de CEC en los que la validación de la expresión de 
miRNAs se realizó por QPCR y por ISH: DS (desviación estándar), QA (queratosis actínica).  
 
2.1.5 Descripción de las variables histopatológicas en el grupo de 
enfermedad de Bowen  y carcinoma bowenoide  
 
  En los casos en los que el espesor del tumor fue medible (se excluyó enfermedad de 
Bowen) el 50% tuvieron un espesor mayor de 2 mm, y el 50% restante de menos de 2 mm 
(siendo de 10 mm el mayor espesor registrado en la serie). Todos los casos exhibieron un 
grado pobre de diferenciación y un patrón de crecimiento expansivo. 
 
Por otra parte, la celularidad predominante del infiltrado inflamatorio peritumoral 
consistió en linfocitos y células plasmáticas. En relación con el infiltrado inflamatorio 
intratumoral, la celularidad fue predominantemente linfocitaria en todos los casos, salvo en 
uno en que predominaron los neutrófilos (probablemente en relación con la sobreinfección 
bacteriana secundaria a la ulceración que exhibían). 




2.2 Análisis de la tinción de diversas proteínas en el CEC mediante el 
empleo de matrices tisulares o tissue-arrays 
 
De cada uno de los 118 tumores se seleccionaron 3 áreas de 1 mm de diámetro cada una 
en los bloques de parafina, que fueron empleadas para la construcción de matrices tisulares o 
tissue-arrays en el Servicio de Dermatología del Hospital Universitario de Salamanca. Las zonas 
seleccionadas de cada tumor se intentó que incluyeran el frente de invasión tumoral y áreas 
diferenciadas e indiferenciadas del tumor, si existían ambas, a fin de reconstruir la arquitectura 
representativa del mismo; para que los datos obtenidos pudieran representar todas las 
características del tumor, incluyendo su heterogeneidad. Para la elección de las zonas, de las 
que posteriormente se obtuvieron los cilindros de tejido, se emplearon las preparaciones 
teñidas con hematoxilina-eosina. Sobre los tissue-arrays se llevaron a cabo distintas técnicas 
de inmunohistoquímica para determinar el patrón y la intensidad de tinción de distintos 
marcadores proteicos con el fin de evaluar la expresión de E-CADHERINA, VIMENTINA, 
CITOQUERATINA AE1, P63 y CD44, el índice de proliferación (Ki67), supresores tumorales (P16 
y P53), receptores de crecimiento epidérmico (EGFR), quimiocinas (CXCR4) y marcador del 
endotelio linfático (PODOPLANINA o D2-40). Además, se determinó la expresión de miRNA-203 
y miRNA-205 mediante hibridación in situ; así como los cambios genómicos del gen EGFR 
mediante FISH.  
 
2.2.1 Construcción de las matrices tisulares o tissue-arrays 
 
a.) Preparación de bloques de tissue-array o TMA. Se construyó un nuevo bloque de 
parafina para cada una de las matrices tisulares. Los bloques de parafina se construyeron 
fundiendo la parafina a 55-58ºC y vertiéndola en un molde metálico. Se colocó a continuación 
un recipiente de plástico (cassette) sobre el bloque de parafina hasta que se produjo el 
enfriamiento de la misma y se pudo retirar el molde metálico. Se empleó el micrótomo para 
eliminar las irregularidades del bloque, asegurándonos de que éste estaba libre de huecos, 
resultantes de la formación de burbujas durante su preparación. 
 
b.) Diseño del tissue-array. Se seleccionaron, como hemos comentado, los lugares de 
los bloques de los que extraer el punch, para lo que se evaluaron las zonas en las 
preparaciones de hematoxilina-eosina, y se señalaron en los bloques de parafina las áreas de 
interés con un círculo (3 para cada tumor). Se planificó, a continuación, el diseño de las 
matrices tisulares (ver esquemas) antes de comenzar a introducir las muestras de tejido en los 
bloques de parafina. Después, se procedió a la realización de las matrices tisulares. Las 
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muestras de tejido que se incluyeron fueron de 1 mm de espesor y el espacio entre los círculos 
de los punchs fue de 2 mm. 
 
c.) Alineamiento de los punchs. Antes de realizar el primer array tisular se efectuó el 
alineamiento de las agujas del tissue arrayer para que los cilindros de tejido que se fueran 
colocando se encontrara también alineado (éstas agujas son elementos metálicos huecos que 
sirven para la realización de los agujeros en el bloque de parafina y para la obtención de los 
cilindros de tejido, que se incluirán posteriormente en el nuevo bloque con todos los cilindros).  
 
d.) Construcción del array Se colocó el bloque blanco de parafina sobre el soporte y se 
ajustó para mantenerlo fijo sobre dicho soporte. A continuación, se procedió a la inclusión de 
los cilindros de tejido. En cada caso se realizó inicialmente un orificio en el bloque de parafina 
con la aguja de menor diámetro (Figura 16), seguido de la extracción del cilindro de tejido del 
bloque original con la aguja de mayor grosor (Figura 17). Posteriormente, se introdujo el 
cilindro sobre el bloque de parafina del tissue array (Figura 18). Este proceso se repitió con 
cada una de las regiones de interés que previamente se habían seleccionado de los bloques de 





Figura 16: Con una aguja de calibre fino se extrae un molde de parafina del bloque receptor. 
Empleamos coordenadas específicas medidas con precisión micrométrica.  
 




Figura 17: Se toma una “biopsia” de la zona marcada en el bloque donant e con una aguja de centro 





Figura 18: Introducción del cilindro tomado del bloque tumoral en el hueco que hemos dejado en el 
bloque donante. El cilindro se empuja con un émbolo situado en el interior de la aguja.  
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e.) Corte de los bloques de parafina. Antes de realizar los cortes de parafina para la 
posterior tinción se presionó la superficie del tissue array (Figura 19) alisó la superficie del 
bloque de parafina con el micrótomo. Previamente, se mantuvo el bloque en un baño de 37ºC 
durante 10-15 minutos, lo que templa la parafina y favorece la adherencia de los cilindros de 
tejido al bloque. Después se aplicó presión sobre la superficie del bloque con un portaobjetos, 
lo que es importante porque el nivelado del bloque maximiza el número de secciones que 
contendrán muestra de tejido. Se dejó, posteriormente, que el bloque se enfriara a 
temperatura ambiente y, una vez extraído del soporte, se procedió a igualar la superficie del 
bloque con un micrótomo. Posteriormente, se realizaron los cortes sobre el nuevo bloque de 





Figura 19: Presión con un portaobjetos cada cilindro inducido con el fin de dejarlos todos a la misma 
altura. Así evitamos perder los primeros cortes.  
 
2.2.2 Tinciones de inmunohistoquímica  
 
  En todas las muestras de CEC realizamos tinciones inmunohistoquímicas para estudiar la 
expresión de varias proteínas a fin de relacionarlas con distintas variables clínico-patológicas 
del CEC, incluidas Ki-67 (MIB-1), E-CADHERINA, VIMENTINA, AE1, CD44, P63, P53, P16, CXCR4, 
CD44, D2-40 y EGFR. Todas las proteínas, salvo Ki-67, se analizaron en la zona más diferenciada 
y en la más indiferenciada de los tumores. Esta última, se evaluó globalmente en todo el 
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tumor, para indicar el índice de proliferación del tumor completo. Asimismo, en el EGFR se 
valoró su patrón de tinción aberrante o no aberrante, que hace referencia a la presencia de 
tinción exclusivamente en la membrana celular (no aberrante) y/o en el citoplasma de la célula 
(aberrante) (Uribe and Gonzalez, 2011).  
 
El método de inmunohistoquímica utilizó en todos los casos anticuerpos secundarios 
conjugados con peroxidasa de rábano, que desdobla el agua oxigenada y produce agua y 
radicales libres que oxidan un sustrato incoloro, la diaminobenzidina, que entonces adquiere 
un color pardo. Tras un desparafinado inicial de 24 horas, los cortes se pasan al robot Leica 
BOND-III para el desparafinado y el desenmascaramiento antigénico con buffer citrato, 
compuesto por un 40% de una solución A (ácido cítrito 0,1 M e hidróxido sódico 1 M) y un 60% 
de una solución B, con ácido clorhídrico al 0,1 %. Después se bloquearon las peroxidasas 
endógenas mediante peróxido de hidrógeno al 30% en metanol, seguido de un lavado con PBS. 
A continuación, se incubaron todas las muestras mediante los anticuerpos primarios 
correspondientes frente a: Ki-67 (MIB-1), E-CADHERINA, VIMENTINA, AE1-AE3, P53, P16, P63, 
CXCR4, CD44, D2-40 y EGFR (Tabla 11).  
 
Posteriormente, se procedió al lavado y revelado con el sistema Novolink Polymer 
System: Se añadió un anticuerpo secundario, que va dirigido frente a la región constante del 
anticuerpo primario, y conjugado con peroxidasa de rábano picante. El anticuerpo secundario 
se diluyó con suero del animal de origen (ratón o conejo en nuestro estudio) al 10% en 
solución salina tamponada con buffer TRIS y se añadió el cromógeno (diami nobenzidina). Por 
último, se efectuó una contratinción con hematoxilina durante 9. El proceso anteriormente 
descrito fue el indicado por el fabricante del procesador y fue similar para todos los 
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2.2.3 Análisis de las tinciones de inmunohistoquímica 
 
Se realizó un análisis semicuantitativo de la expresión de las distintas moléculas 
estudiadas. Se determinaron los porcentajes de células positivas, la intensidad de tinción y la 
localización de la tinción en las diferentes áreas (zona diferenciada, indiferenciada y frente de 
invasión de los tumores). Se determinó la intensidad de tinción y se consideró (i) negativa (-), si 
no existía tinción o ésta estuvo presente en menos del 5 % de las células; (ii) positiva (+), si la 
tinción afectó a un porcentaje de células entre el 5 % y el 25 %; (iii) positiva (++), si la tinción 
fue positiva entre el 50 % y el 75 % de las células; y (iv) positiva (+++), si la tinción afectó a más 
del 75% de las células.  
 
Estas medidas se analizaron de manera independiente en las zonas más diferenciadas 
y más indiferenciadas de los tumores, obteniéndose finalmente un índice tumoral global. Si en 
el análisis de la tinción con hematoxilina-eosina, el tumor estaba completamente bien 
diferenciado en toda su extensión y, por tanto, no existía ningún “punch” en el TMA con grado 
pobre de diferenciación, la intensidad de tinción correspondiente a la zona indiferenciada se 
consideró “no aplicable”; y viceversa, cuando un tumor fue mal diferenciado en toda su 
extensión y, por tanto, no existía ninguna sección en el TMA con buena diferenciación, la 
valoración de su intensidad de tinción correspondiente a la zona diferenciada se consideró “no 
aplicable”. Cuando hubo pérdida de algún cilindro, los datos para ese cilindro se anotaron 
como “no aplicables”, y el valor global del tumor se construyó con la media de los valores 
disponibles. Para evaluar la intensidad de tinción global del tumor, se empleó un índice que 
consistió en la media ponderada de la intensidad de tinción demostrada en cada una de las 
zonas del mismo. Éste se obtuvo de multiplicar el tanto por uno de células tumorales  con una 
intensidad de inmunotinción negativa por 0, más el tanto por uno de células cancerosas con 
una intensidad de inmunotinción positiva de una, dos o tres cruces por 1, por 2 y por 3, 
respectivamente, como se describe en la fórmula: Score = 0 (º/1 células “-“) + (º/1 células “+”) 
+ 2(º/1 células “++”) + 3(º/1 células “+++”). Cuando los índices fueron discordantes entre los 
observadores, el caso se sometió a discusión de consenso. Para cada muestra se recogió 
también la localización de la tinción (núcleo, citoplasma o membrana). En el EGFR se recogió si 
su patrón de tinción era normal (tinción de membrana) o aberrante (citoplásmica) (Uribe and 
Gonzalez, 2011). En la cuantificación del marcaje frente a Ki-67, se determinó el porcentaje de 
células teñidas. 
 
Posteriormente, para llevar a cabo el estudio de otras asociaciones, se reclasificó la 
intensidad de tinción, para transformarla en una variable dicotómica, según los estudios. Así se 
consideró: (i) en negativa (–), cuando menos del 25 % de las células presentaron tinción, y 
positiva (+), cuando más del 25 % de las células la presentaron; (ii) en otros estudios, se 
consideró también más del 75 % y menos del 75 % de células positivas, cuando comparamos 
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expresión intensa frente a no intensa; y (iii) nula, cuando hubo menos del 5 % de células 
positivas al marcador frente a no nula cuando más del 5 % la expresaba. 
 
2.3 Detección de EGFR mediante FISH  
 
Para la detección de EGFR mediante FISH, se obtuvieron secciones seriadas de 4 m que 
contenían zonas representativas de cada tumor. El número de copias de EGFR por célul a 
sedeterminó mediante el software LSI EGFR SpectrumOrange/CEP 7 Spectrum Green probe 
(Vysis; Abbott Laboratories, Downers Grove, IL). El protocolo de detección fue como sigue: las 
secciones de tejido embebidas en parafina de 4m de grosor fueron desparafinadas, 
deshidratadas y secadas al aire. Las muestras se colocaron en EDTA 2 mM (pH 9) durante 15 
minutos. Tras el enfriamiento, las muestras fueron transferidas a una jarra de Coplin que 
contenía un buffer con 40 ml de NaCl al 0,9% y 160 mg de pepsina (Sigma) (pH 1.5), 
precalentado a 37º C. Tras la incubación durante 15 minutos, las secciones fueron 
deshidratadas en alcohol y fijadas en metanol: ácido acético en una proporción de 3:1, durante 
10 minutos. Las muestras se incubaron en una cámara de hibridación Hybrite (Vysis) durante 
12 minutos a 72º C, seguido de 15-20 horas a 37º C. Tras la hibridación, se procedió al lavado 
en soluciones estándar de citrato salino. Los núcleos fueron contrateñidos con 4',6-diamino-2-
fenilindol DAPI (Vector). Las imágenes se tomaron con un microscopio de epifluorescencia 
Olympus BX60 acoplado a una cámara digital CCD y fueron evaluadas con el software 
Cytovision (Applied Imaging). Fueron analizadas, por muestra unas 200 células tumorales no 
superpuestas. Las muestras se clasificaron en 2 grupos: (i) FISH-negativas, aquéllas sin cambios 
genómicos o con menos de 4 copias del gen EGFR en más del 40 % de las células; y (ii) FISH-
positivas, aquéllas con una alta proporción de polisomías traducidas en a) más de 4 copias del 
gen en más del 40 % de las células o b) amplificaciones genómicas, definidas por una ratio de 
gen/cromosoma, por célula, mayor de 2 ó mayor de 15, en más del 10 % de las células 
analizadas. En la Figura 20 se representa un esquema de la hibridación in situ de fluorescencia 











Figura 20: Esquema que representa la hibridación in situ de fluorescencia (FISH) para EGFR: (a) 
Esquema del cromosoma 7 con las posiciones de la  sonda específica para EGFR (7p12) con marcaje 
naranja (espectro orange), y  del centrómero (CEP7) con marcaje verde (espectro  Green); (b) esquema de 
la zonas específicas de EGFR reconocidas por la  sonda; ( c) Célula anormal hibridada con las sondas 
específicas frente a EGFR espectro Orange / CEP7 espectro Green (Vysis). La célula contiene múltiples 
señales del gen EGFR (naranja) y del centrómero del cromosoma 7 (verde).  
 
2.4 Descripción de las variables moleculares evaluadas en el estudio 
 
2.4.1 Descripción de las variables moleculares evaluadas en el grupo de 
pacientes con CEC  
 
La intensidad de expresión de cada una de los marcadores analizados se evaluó 
globalmente en el tumor y en las zonas diferenciadas e indifere nciadas de cada uno de los 
tumores, para intentar valorar de manera más fiable la heterogeneidad tumoral. En los 
tumores bien diferenciados sólo se consideró la zona diferenciada del tumor, por cuánto ésta 
representó más del 75% de la superficie tumoral observada, y se asumió que estos tumores 
carecían de zona indiferenciada; de forma análoga, en los pobremente diferenciados, y dado 
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que en ellos la zona indiferenciada representaba al menos el 75% de la superficie tumoral, no 
se consideró la intensidad de expresión en la zona diferenciada del tumor por asumirse que 
esos tumores carecían de zona diferenciada. Por su parte, en los moderadamente 
diferenciados, se consideró la intensidad de expresión tanto en las partes más diferenciadas 
del tumor (zona diferenciada), como en las menos diferenciadas (zona indiferenciada).  
 
Respecto a la gradación de la intensidad de expresión, ésta se consideró como nula, 
escasa, moderada o intensa según estuviese ausente, afectara a menos del 25% de las células 
tumorales, afectara entre el 25 y el 75% de las células tumorales o a más del 75% de las 
mismas, respectivamente. Para establecer las comparaciones, las variables se transformaron 
en dicotómicas, según el estudio y que ya hemos explicado y comentaremos en su caso; pero a 
efectos descriptivos conservamos la gradación original. Debido a que la evaluación de estas 
tinciones se realizó a partir de matrices tisulares o “tissue -arrays” y a que únicamente cuando 
la tinción había salido correctamente en todas las áreas de cada tumor se consideraron los 




La E-CADHERINA se expresó habitualmente de manera moderada o intensa en nuestra 
serie de CECs, de modo que la expresión nula fue poco frecuente (Figura 21). Como cabría 
esperar, no hubo ausencia de expresión de E-CADHERINA en las zonas diferenciadas de los 
tumores, mientras en las zonas indiferenciadas E-CADHERINA no se expresó en el 14% de los 
casos, siendo nula su expresión fundamentalmente en las zonas indiferenciadas con células de 
morfología fusiforme (Tabla 13). Hemos evaluado la expresión de membrana de E-CADHERINA, 
aunque algunos autores también han considerado la expresión nuclear de este marcador en el 






















Figura 21: Expresión de E-CADHERINA en nuestra cohorte de pacientes. En el panel (1) tumor bien 
diferenciado en H&E (a) (100X), (b) (400X) y pobremente diferenciado en H&E (c) (100X), (d) (400X).  
Inmunohistoquímica frente a E-CADHERINA en el tumor bien diferenciado (100x) (e), (f) (400X) con 
expresión intensa, y en el pobremente diferenciado (g) (100x) y (h) (400X) con expresión escasa en la 
zona superior (células de morfología epitelial) y nula en la zona indiferenciada con células fusiformes. 
(Panel (2) Distribución de frecuencias de la intensidad de tinción de E -CADHERINA en nuestra cohorte de 
CEC.  







La VIMENTINA, como cabría esperar, se comportó de manera opuesta a la E-
CADHERINA en cuanto a su intensidad de expresión (Toll et al., 2013b). Así, la mayoría de los 
tumores no expresaron VIMENTINA, que se acercó al 90% de los casos en la zona diferenciada 
(sólo 8 tumores expresaron VIMENTINA en la zona diferenciada con intensidad escasa), 4 
tumores tuvieron expresión intensa y 5 moderada en la zona indiferenciada y estuvo ausente 
en torno al 75% de los casos, cuando se tuvieron en cuenta todas las áreas del tumor (23 
tumores expresaron VIMENTINA con algún grado de intensidad en la zona indiferenciada) 





Figura 22: Distribución de frecuencias de la intensidad de tinción de VIMENTINA en nuestra cohorte de 




P63 es un marcador de célula stem del epitelio cutáneo (Leonard et al., 2011) y se ha 
implicado en algunas formas de cáncer (Graziano and De Laurenzi, 2011), actuando 
habitualmente como supresor tumoral, pero también como oncogén (Mills, 2006). P63 se 
expresó con cierto grado de intensidad en todos los casos, siendo más frecuente la expresión 
escasa en la zona diferenciada de los tumores y más frecuente la expresión intensa en la zona 
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indiferenciada. Globalmente, la expresión de P63 se presentó más frecue ntemente con un 







Figura 23: Distribución de frecuencias de la intensidad de expresión de P63 en los CEC de nuestra 
cohorte según las zonas de diferenciación tumoral.  
 
RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPITELIAL  
 
El receptor del factor de crecimiento epitelial  (EGFR) se expresó, con cierto grado de 
intensidad, en la mayoría de los casos de CEC de la serie. En la mayoría de los tumores EGFR se 
expresó de manera moderada o intensa, y fue muy poco frecuente la expresión nula o escasa 
(Tabla 13, Figura 24). Con la idea de que la variable estuviera mejor balanceada en las 
comparaciones, y teniendo en cuenta que la expresión intensa de EGFR ha demostrado tener 
importancia pronóstica en el CEC (Ch'ng et al., 2008), la variable se reclasificó en dicotómica 
como expresión intensa frente a no intensa (ésta última incluyó los casos con expresión nula, 
escasa o moderada).    
 





Figura 24: Expresión de EGFR en el CEC: Panel (1): H&E de dos CEC (a,d). Nótese la  expresión ausente de 
EGFR (e, f), e intensa (g, h). Panel (2), distribución de la frecuencia de intensidad de tinción de EGFR 
según las zonas de diferenciación tumoral.  
 
El patrón aberrante de EGFR hace referencia a la distribución subcelular de la 
molécula. EGFR es un receptor de membrana y, en condiciones normales, se expresa en la 
membrana plasmática, aunque en ciertas circunstancias puede observarse su expresión en el 
citoplasma, lo que se ha denominado expresión aberrante del EGFR (Uribe and Gonzalez, 
2011). En general, si se considera aisladamente la expresión de EGFR en las zonas diferenciada 
e indiferenciada del CEC, ésta tendió a no ser aberrante. Al tener en cuenta la expresión 
media, y considerar tanto la zona diferenciada como la zona indiferenciada del tumor, fue 
ligeramente superior la proporción de tumores que presentaron expresión aberrante en 
alguna de las áreas que la de los tumores en los que EGFR se expresó en la membrana, si bien 
la proporción fue próxima al 50% para cada una de las categorías. Cuando una de las zonas del 
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tumor exhibió un patrón aberrante, se consideró que, globalmente, la expresión de EGFR tuvo 
un patrón aberrante, ya que se evaluó como presente/ausente. De este modo, se justifica esta 
aparente contradicción por la que, aunque en cada una de las zonas aisladas de los tumores la 
proporción de tumores con patrón aberrante fue menor, al referirnos a la expresión media, la 
proporción de tumores considerada con expresión aberrante se incrementó hasta 
prácticamente superar la proporción de tumores con expresión de EGFR en la membrana 




Figura 25: Patrón aberrante de expresión de EGFR: H&E de un CEC bien diferenciado (a,b) y de un CEC 
pobremente diferenciado (c,d). Nótese la expresión de membrana normal en el bien diferenciado (e,g) y 
el patrón aberrante de expresión, de membrana y citoplasmático, en el pobremente diferenciado (f,h). 









 Zona diferenciada 
 
Zona indiferenciada Expresión media 
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje 
Sí 34 35,79 33 34,74 50 52,63 
No 61 64,21 62 65,26 45 47,37 
Total 95 100,00 95 100,00 95 100,00 
 
Tabla 12: Distribución de frecuencias del patrón de expresión de EGFR, tanto aberrante como no 
aberrante, en la serie de CEC estudiada. Se incluyen la expresión en las zonas diferenciadas, 
indiferenciadas y la expresión media.   
 
La expresión de EGFR, como hemos indicado previamente, también fue evaluada 
mediante hibridación in situ de fluorescencia FISH, demostrándose amplificaciones en 6 casos, 
polisomías en 2 casos y ausencia de alteraciones en el resto de los tumores, utilizando los 
puntos de corte que se especifican en el apartado previo de esta sección de material y 




Figura 26: FISH para EGFR del CEC: Se muestran ejemplos de CEC sin cambios cromosómicos (a,b) y con 




D2-40 se ha asociado con mal pronóstico en algunas formas de cáncer. Algunos 
trabajos han demostrado que D2-40 se ha asociado a peor pronóstico en el CEC (Kreppel et al., 
2012; Toll et al., 2012), pero existe controversia acerca del verdadero valor pronóstico de este 
marcador en el CEC.  
 
D2-40/PODOPLANINA se expresó en los vasos linfáticos (Figura 27 -Panel 1-) y en las 
células tumorales en algunos casos. En estas últimas, D2-40 exhibió una tinción citoplasmática 
predominantemente, con refuerzo en la membrana plasmática en algunos casos (Figura 27 -
Panel 2-). Globalmente, en los 94 tumores en los que pudimos evaluarlo, 56 tumores (59.57%) 
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presentaron ausencia de expresión de D2-40, 32 tumores (34.04%), expresión escasa y 6 
tumores (6.38%) expresión moderada o intensa. D2-40 tendió a expresarse a lo largo del frente 
de invasión del tumor, especialmente en aquellos tumores con patrón de crecimiento 
infiltrativo (Figura 27 –Panel 3-). Considerando las zonas diferenciadas e indiferenciadas, D2-40 
presentó más frecuentemente expresión nula en zonas diferenciadas (68.06% de los tumores), 
que en las pobremente diferenciadas (54.39%) aunque sobre las diferencias en la expresión de 
los diferentes marcadores en las distintas áreas del tumor nos referiremos en el apartado de 




Figura 27: Características de la expresión de D2-40: Panel (1). (a) H&E de CEC; (b) se muestra a mayor 
aumento (100x) aquí se pueden apreciar con más detalle los vasos linfáticos (400x). (c) Inmunotinción 
frente a D2-40 en que se hacen evidentes los vasos linfáticos; (100x) (d)  se muestra lo mismo con mayor 
detalle (400x). Panel (2). (a) H&E de células tumorales en un CEC con patrón de crecimiento infiltrativo  
(200x) (b) con tinción citoplasmática de D2-40 (200x). (c) H&E de CEC con patrón de crecimiento 
infiltrativo (c) con tinción citoplasmática y refuerzo en la membrana plasmática (d) (200x), mostrado con 
mayor detalle en (e) (400x). Panel (3). H&E en un CEC con patrón de crecimiento infiltrativo (a) (100x), 
(b) (200x), (c) (400x). D2-40 muestra positividad para la tinción en las células de la periferia de los 
lóbulos tumorales a lo largo del frente de invasión (d) (100x), (e) (200x), (f) (400x). 





Figura 28: Expresión inmunohistoquímica de D2-40 en los CEC de nuestra serie de pacient es:  Panel (1): 
H&E  de un CEC bien diferenciado con patrón de crecimiento expansivo (a) (100x), (b) (200x) H&E de un 
CEC pobremente diferenciado con patrón de crecimiento infiltrativo (e) (100x), (f) (200x). El tumor de 
crecimiento expansivo muestra ausencia  de expresión de D2-40 (e) (100x), (f)  (200x).).El tumor de 
crecimiento infiltrativo muestra una expresión intensa de D2-40 (g) (100x), (h) (200x); nótese el estroma 
desmoplásico en (f). Panel (2). Distribución de la expresión inmunohistoquímica de D2-40 en los CEC de 
nuestra serie en función del grado de diferenciación  
 
 





CD44 fue el primer marcador de células stem que se empleó en tumores sólidos (Al-
Hajj et al., 2003) y se ha demostrado que una subpoblación de células CD44+ presenta 
propiedades de células stem tumorales en el carcinoma epidermoide de cabeza y cuello 
(Prince et al., 2007). Las células CD44+ exhiben fuerte positividad para BMI-1 (marcador de 
células stem) y presentan propiedades de autorenovación y diferenciación (Prince et al., 2007). 
Desde entonces, varios estudios han empleado el marcador CD44 para detectar células stem 
en cáncer (Chen et al., 2010; Chikamatsu et al., 2010; Krishnamurthy et al., 2010). En este 
contexto, decidimos evaluar la influencia de este marcador en el CEC. 
 
CD44 se expresó predominantemente en la membrana plasmática de las células 
tumorales y tuvo tendencia a localizarse en tumores infiltrativos y a lo largo del frente de 
invasión, pero no especialmente en los pobremente diferenciados. En relación con la 
frecuencia de tinción, fue moderada en casi el 40% de los tumores, escasa en algo más del 
30%, nula en torno al 12% e intensa en aproximadamente un 15% (Tabla 13, Figuras 29-30).  
 
 
Figura 29: Expresión inmunohistoquímica de CD44 en el CEC: Panel (1): ejemplo de CEC con 
patrón de crecimiento infiltrativo en H&E (40x) (a) y (100x) (b) y marcada expresión frente a 
CD44 (40x) (c) y (100 x) (d). En la parte inferior del panel (1), se observa un detalle a 400x de la 
tinción inmunohistoquímica de CD44 que, predominantemente, se localiza en la membrana 









Figura 30: Expresión inmunohistoquímica de CD44 en el CEC:  Panel (2): distribución de frecuencias de la  




P53 es un supresor tumoral que tiene importancia en distintas formas de cáncer 
(Levine and Oren, 2009). Aunque su mutación suele ser un evento tardío en la mayoría de los 
tumores, suele suceder de forma precoz en el CEC, especialmente debido a la influencia de la 
radiación ultravioleta (UV) (Ratushny et al., 2012). Debe señalarse que es precisamente su 
detección lo que mejor predice su alteración funcional habitualmente por la mutación del gen 
que codifica P53. P53 es una molécula con una vida media muy corta y cuando está alargada 
indica un significado patológico (Chen et al., 2013), y es precisamente en estas circunstancias 
cuando se detecta por inmunohistoquímica (Nelson et al., 1994). Esto predice poca capacidad 
de discriminación entre subgrupos de CEC, porque la mayoría de estos tumores tienen P53 
mutado (Brash et al., 1991; Burnworth et al., 2007; Campbell et al., 1993; Nelson et al., 1994), 
por lo que no ayuda a diferenciar entre grupos.  
 
La expresión de P53 se detectó, globalmente, en unas tres cuartas partes de los casos 
de CEC de nuestra serie; y su grado de expresión más frecuente fue de forma moderada (Tabla 
13, Figura 31).   
 







Figura 31: Distribución de la frecuencia de la intensidad de tinción de P53 en nuestra serie de CEC, 




Se ha demostrado que P16 exhibe funciones importantes en los queratinocitos 
(Burnworth et al., 2007) y se ha identificado su inducción por la radiación UV (Ahmed et al., 
1999; Chazal et al., 2002). Asimismo, se ha relacionado con el desarrollo del cáncer de piel 
(Mortier et al., 2002), aunque su papel en el CEC y sus implicaciones potenciales en su 
pronóstico no son bien conocidas, motivo por el que decidimos evaluarlo. La expresión de P16 
no se detectó en la mayoría de los casos de CEC de nuestra serie, especialmente en la zona 
indiferenciada y a nivel global. No obstante, algunos tumores sí expresaron P16  incluso de 
manera moderada e intensa. En las zonas indiferenciadas en más del 58% de los casos no se 
expresó P16, aunque su expresión fue intensa en el 11%. En las zonas diferenciadas P16 se 
expresó de manera intensa sólo en el  6% de los casos (Tabla 13, Figura 32).   
 
 





Figura 32: Distribución de las frecuencias de expresión de P16 en nuestra cohorte de CEC según las 




 La función de CXCR4 se ha relacionado con la progresión tumoral y el desarrollo de 
metástasis (Muller et al., 2001). Además, la hipoxia iniduce la expresión del factor inducible 
por hipoxia-1 (HIF-1), un factor de transcripción que activa la expresión de CXCR4 en las células 
tumorales (Staller et al., 2003). Aquí nos planteamos evaluar la expresión de CXCR4 en nuestra 
cohorte de tumores. 
 
La ausencia de expresión de CXCR4 en los CEC de nuestra serie fue poco frecuente. 
Esta molécula se expresó de manera escasa en la zona diferenciada, mientras que en la zona 
indiferenciada de los tumores la expresión moderada e intensa fue más abundante; por otra 
parte, tras hacer la media global entre zonas diferenciadas e indiferenciadas la expresión fue 
escasa. Teniendo en cuenta la relevancia de la expresión intensa de esta molécula en algunas 
formas de cáncer (Albert et al., 2012; Albert et al., 2013), esta variable se reclasificó como 
expresión intensa/no intensa para realizar las comparaciones posteriores entre grupos, en 




















Figura 33: Expresión inmunohistoquímica de CXCR4 en nuestra cohorte de CEC. Panel (1)  H&E de un 
CEC pobremente diferenciado con patrón de crecimiento infiltrativo (a) (100x), (b) (200x) y de un CEC 
bien diferenciado (c) (100x), (d) (200x). El tumor pobremente diferenciado exhibe una intensa expresión 
inmunohistoquímica de CXCR4 (d) (100x), (e) (200x) En el tumor bien diferenciado (g) (100x), (h) (200x) la 
expresión de CXCR4 se demuestra especialmente en las áreas proliferativas de los lóbulos tumorales 
(células de la periferia) y menos en las zonas con mayor grado de diferenciación queratósica (g) (100x), 
(h) (200x). Panel (2): Distribución de la frecuencia de la intensidad de expresión de CXCR4 en nuestra 
cohorte de tumores según las zonas de diferenciación.  
 





Dado que los CEC son tumores epiteliales y las queratinas son marcadores comunes a 
los epiteliomas o carcinomas, utilizamos AE-1 (un cóctel de anticuerpos sensible a distintas 
queratinas) para evaluar su expresión en nuestra serie de tumores cutáneos. 
 
Como hemos indicado, AE-1 detecta un grupo de queratinas, lo que le da una 
sensibilidad relativamente alta, pero una especificidad baja (Fuertes et al., 2013a). En cuanto a 
la expresión de queratinas, todos los tumores en nuestra serie mostraron positividad a AE-1, 
con algún grado de intensidad. Como cabría esperar, en la zona indiferenciada la proporción 
de casos con positividad débil fue más alta que en la zona diferenciada. Fue muy raro que AE-1 
no se mostrara positivo en alguna de las zonas individuales de los tumores y, de hecho, a nivel 





Figura 34: Distribución de frecuencias de la int ensidad de marcaje de AE-1 frente a citoqueratinas en 




























Nulo 0 0 8 14,04 5 5,26 
Escaso 12 16,67 17 29,82 18 18,95 
Moderado 26 36,11 8 14,04 29 30,53 
Intenso 34 47,22 24 42,11 42 44,21 






Nulo 64 88,89 37 64,91 70 75,27 
Escaso 8 11,11 5 8,77 14 15,05 
Moderado 0 0 7 12,28 5 4,3 
Intenso 0 0 8 14,04 5 5,38 





Escaso 20 28,99 2 4 17 19,32 
Moderado 35 50,72 25 50 45 51,14 
Intenso 14 20,29 23 46 26 29,55 






Nulo 2 2,82 1 1,82 2 2,13 
Escaso 6 8,45 4 7,27 7 7,45 
Moderado 37 52,11 28 50,91 52 55,32 
Intenso 26 36,62 22 40 33 35,11 





Nulo 49 68,06 31 54,39 56 59,57 
Escaso 19 26,39 22 38,6 32 34,04 
Moderado 4 5,56 4 7,02 6 6,38 






Nulo 8 10,81 15 27,27 12 12,63 
Escaso 18 24,32 16 29,09 33 34,74 
Moderado 34 45,95 20 36,36 37 38,95 
Intenso 14 18,92 4 7,27 13 13,68 
Total 74 100 55 100 95 100 








Nulo 17 24,64 16 29,09 23 25 
Escaso 18 26,09 5 9,09 21 22,83 
Moderado 26 37,68 22 40 34 36,96 
Intenso 8 11,59 12 21,82 14 15,22 






Nulo 39 52,7 32 58,18 56 58,95 
Escaso 24 32,43 10 18,18 24 25,26 
Moderado 6 8,11 7 12,73 9 9,47 
Intenso 5 6,76 6 10,91 6 6,32 






Nulo 3 4,55 1 1,92 1 1,15 
Escaso 31 46,97 15 28,85 37 42,53 
Moderado 23 34,85 20 38,46 29 33,33 
Intenso 9 13,64 16 30,77 20 22,99 





Nulo 0 0 0 0 0 0 
Escaso 18 26 18 34,6 23 25,3 
Moderado 24 34,8 16 30,8 35 38,5 
Intenso 27 39,1 18 34,6 33 36,3 
Total 69 100 52 100 91 100 
 
Tabla 13: Distribución de frecuencias, según las zonas de diferenciación tumoral, de la intensidad de 
tinción de las distintas moléculas evaluadas por inmunohistoquímica convencional en este estudio.  
 
2.4.2 Descripción de las proteínas evaluadas en el grupo de CEC en los que 
los miRNA fueron estudiados por HIS y QPCR 
 
La descripción de las variables moleculares evaluadas en la serie de CEC en los que se 





















P63 No expresa 9 21,4 
Expresa 33 78,6 
D2-40 Nulo 23 52,3 
No nulo 21 47,7 
EGFR No intenso 25 56,8 
Intenso 19 43,2 
E-CADHERINA No intenso 27 61,4 
Intenso 17 38,6 
VIMENTINA Nulo 34 75,6 
No nulo 11 24,4 
CD44 Nulo 5 11,1 
No nulo 40 88,9 
CXCR4 No intenso 35 83,3 
Intenso 7 16,7 
P16 No expresa 41 91,1 
Expresa 4 8,9 
Ki-67  (media/DS) 20,67 (15,12) 
 
Tabla 14: Distribución de frecuencias de la expresión de las proteinas analizadas en est e trabajo a 
nivel global en la sub-cohorte de tumores en los que la validación de la expresión de miRNAs se realizó 
tanto por QPCR como por hibridación in situ. (N): número de casos.  
 
2.4.3 Descripción de las proteínas evaluadas en el grupo de enfermedad de 
Bowen  y carcinoma bowenoide  
 
Puesto que en este grupo todos los casos se consideraron como pobremente 
diferenciados, cuando nos referimos a la expresión de las diferentes moléculas analizadas, no 
tendremos en cuenta la zona diferenciada del tumor y, por lo tanto, la expresión media (que 
coincide con la expresión en la zona indiferenciada) es a la que se hará referencia.  También 
hay que tener en cuenta la pérdida de algunos discos del tissue-array que ha impedido que 
tengamos datos de todas las proteínas en todos los tumores. La distribución de las frecuencias 
de tinción figura en la Tabla 15, Figura 35. Respecto a la expresión de las proteínas analizadas, 
el 85% de los casos (17) tuvieron expresión nula de VIMENTINA y sólo en un caso ésta fue 
moderada. Salvo un caso en que la tinción fue negativa, todos se tiñeron de manera moderada 
(8 casos) o intensa (8 casos) para E-CADHERINA. La P53 se detectó en más de la mitad de los 
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casos y en un 25% su expresión fue intensa. En 5 casos (25%) P16 no se expresó y en 2 casos 
(10%) ésta fue escasa, demostrándose una expresión moderada en el 20% e intensa en el 35%. 
La mitad de los casos presentaron una tinción intensa de P63 y un 25% tinción moderada, 
únicamente 2 casos tuvieron una tinción escasa y ninguno presentó pérdida completa de 
tinción de esta proteína. CD44 se expresó de manera intensa en 6 tumores (30%) y moderada 
en 8 (40%) y, únicamente, en 3 casos (15%) fue negativa. En 3 casos la tinción de CXCR4 fue 
intensa (15%). La tinción de EGFR en 7 casos (35%) fue intensa y sólo un caso tuvo tinción 
negativa. De los casos en los que se demostró cierto grado de tinción para EGFR, el 60% (12 
casos) tenían un patrón aberrante. En el 85% (17 casos) la tinción de D2-40 fue negativa, y 
escasa en los restantes. La expresión de AE-1 fue negativa únicamente en un caso, escasa en 6, 
moderada en 8 e intensa en 6. El índice proliferativo, medido a través de Ki -67 (MIB1), fue del 
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PROTEÍNA INTENSIDAD DE EXPRESIÓN  N PORCENTAJE 
E-CADHERINA 
Nulo 1 5,00 
Escaso 8 40,00 
Moderado 8 40,00 
Intenso 3 15,00 
VIMENTINA 
Nulo 17 94,44 
Escaso 0 0,00 
Moderado 1 5,56 
Intenso 0 0,00 
P63 
Nulo 0 0,00 
Escaso 2 11,76 
Moderado 5 29,41 
Intenso 10 58,82 
D2-40 
Nulo 17 89,47 
Escaso 2 10,53 
Moderado 0 0,00 
Intenso 0 0,00 
CD44 
Nulo 3 15,00 
Escaso 3 15,00 
Moderado 8 40,00 
Intenso 6 30,00 
EGFR 
Nulo 1 5,26 
Escaso 3 15,79 
Moderado 8 42,11 
Intenso 7 36,84 
P53 
Nulo 7 38,89 
Escaso 2 11,11 
Moderado 4 22,22 
Intenso 5 27,78 
P16 
Nulo 5 26,32 
Escaso 3 15,79 
Moderado 4 21,05 
Intenso 7 36,84 
CXCR4 
Nulo 6 30,00 
Escaso 9 45,00 
Moderado 3 15,00 
Intenso 2 10,00 
AE1 
Nulo 1 5,56 
Escaso 6 33,33 
Moderado 8 44,44 
Intenso 3 16,67 
 
Tabla 15: Resumen de la distribución de frecuencias de las tinciones por inmunohistoquímica 
evaluadas en el grupo de enfermedad de Bowen y “carcinoma bowenoide”. Como hemos indicado en 
el texto, sólo se consideró zona indiferenciada, por ser la única exist ente. (N): número de casos. 





Figura 35: Distribución de frecuencias de las diferentes proteínas evaluadas en el este grupo 
“bowenoide” . 
 





3 LÍNEAS CELULARES Y ANÁLISIS DE MIRNAS 
 
3.1 Descripción del  panel de líneas celulares 
 
En este trabajo hemos evaluado los patrones de expresión de miRNA en un panel de 
líneas celulares de piel que representan distintas fases evolutivas del CEC. Fueron generadas 
en el laboratorio del Dr. Allan Balmain (UCSF, San Francisco, CA, USA). La mayoría se generaron 
en ratones tras la aplicación del protocolo clásico de carcinogénesis química en dos pasos, un 
iniciador carcinógeno, el dimetil-benzantraceno (DMBA), seguido de la aplicación repetida de 
ésteres de forbol, el 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) como factor promotor, 
inductor de inflamación y proliferación. Todas las líneas presentan como característica común 
la mutación en H-Ras. Estas líneas ya se han utilizado en múltiples estudios por la comunidad 
científica (Bailleul et al., 1990; Brown et al., 1990; Brown et al., 1998; Burns et al., 1991; Diaz-
Guerra et al., 1992). Como hemos indicado, el panel de líneas celulares se utilizó para la 
identificación de miRNA expresados de forma diferencial a lo largo de la progresión del CEC en 
un contexto de condiciones puramente autónomo-celulares, es decir, sin la interferencia de 
otros compartimentos tanto locales como sistémicos (aunque entendemos que ello también 
puede suponer un sesgo, pues esos compartimentos están interrelacionados). El panel de 


























No tumorales C50 Queratinocitos inmortalizados. 
C5N Inmortalizada in vitro. Deriva de 
raton Balb/c  
NK Queratinocitos  dificientes en 
P53 
Papilomas P6 Tumor benigno. 
MSCP1 Tumor benigo. Deriva de ratón 
F1 Mus spetus /Mus musculus  
CEC bien 
diferenciados 
B9 Mismo tumor que A5 y D3. 
Derivan de ratón F1 Procede del 
mismo tumor que B9. Fenotipo 
escamoso. 
PDV Fenotipo escamoso. 
E4 Mismo tumor que H11. 
Fenotipo escamoso. 
PDVC57 Deriva de tumor originado por 
PDV. Fenotipo escamoso. 
CEC indiferenciados H11 Procede del mismo tumor que 
E4. Fibroblastoide por EMT. 
A5 Procede del mismo tumor que 
B9. Fibroblastoide por EMT. 
D3 Procede del mismo tumor que 
B9. Fibroblastoide por EMT. 
CarB P53 salvaje. Deriva de ratón 
NIH. Fibroblastoide por EMT. 
Muy agresiva. 
CarC P53 salvaje. Deriva de ratón 
NIH. Fibroblastoide por EMT. 
Muy agresiva. 
 
Tabla 16: Características de las líneas celulares de origen murino que reproducen las diferentes fases 
de la carcinogénesis del CEC en las que se analizó la expresión diferencial de miRNAs.  
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Todas las líneas celulares fueron cultivadas en DMEM, con 200mM de glutamina, 10% 
de suero fetal bovino, penicilina-estreptomicina, a 37 ºC y 5% de CO2. Las células se recogieron 
al 70% de confluencia, sobre hielo para frenar el metabolismo celular y mejorar la viabilidad. 





Figura 36: Representación de las diferentes fases del proceso de carcinogénesis química en el modelo 
murino, e identificación de las fases de las que derivan parte de las líneas celulares utilizadas 
(modificado de Burns et al 1991).  
 
 
3.2 Resumen del diseño del estudio de miRNA 
 
Nuestro objetivo fue identificar miRNA expresados diferencialmente en el panel de líneas 
celulares previamente descrito, con el fin de evaluar su expresión en algunos de ellos en la 
cohorte de tumores humanos. Primero se llevó a cabo la extracción del RNA total de la 
muestra mediante un kit incluyendo las poblaciones de miRNAs; seguido de la realización de 
microarrays específicos de miRNA. Una vez seleccionados los miRNA candidatos, tras el análisis 
bioinformático de los resultados obtenidos en el array, el siguiente paso fue validar los 
resultados en las mismas líneas celulares por medio de QPCR. Para ello, se sintetizó cDNA a 
partir del RNA extraído y posteriormente se realizó la QPCR. Finalmente, dos de los miRNA 
identificados, miRNA-203 y miRNA-205 que nos parecieron importantes por la bibliografía 
previa,  se estudiaron en los tumores humanos. 
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El estudio de la expresión de miRNA-203 y miRNA-205 en los tumores se hizo mediante 
dos técnicas. Por un lado, mediante QPCR, en una cohorte prospectiva de CEC. Por otro, 
mediante hibridación in situ (ISH) sobre una cohorte mayor de tumores que incluyó los mismos 
tumores evaluados mediante QPCR y otros tomados de manera retrospectiva Los casos del 
grupo de enfermedad de Bowen y carcinoma bowenoide sólo fueron validados mediante ISH. 
La idea de utilizar dos estrategias de evaluación de la expresión de los miRNA en los  tumores, 
tuvo el fin de comparar los resultados obtenidos por ambos sistemas, para ver si eran 
superponibles entre sí o, determinar si uno de ellos era más robusto y eficiente que el otro. A 
lo largo de este apartado 3 del material y métodos iremos explicando sucesivamente los 
métodos empleados en el análisis y validación de los miRNA. El esquema del diseño de la 
evaluación de miRNA se representa en la Figura 37. 
 
 





Figura 37: Algoritmo resumen de la metodología de análisis de los miRNA empleada en este trabajo 
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3.3 Extracción del RNA total de las líneas celulares y muestras de 
tumores humanos 
 
3.3.1 Extracción de RNA total incluyendo las subpoblaciones de miRNA 
 
El protocolo seguido fue el recomendado por el fabricante del kit miRNANeasy Mini Kit 
(Qiagen #217004). La extracción de RNA mediante este kit está basada en la lisis de las 
muestras con fenol-guanidina y la purificación mediante membranas de sílice. El reactivo de 
lisis, QIAzol, incluido en el kit, es una solución monofásica de fenol e isotiocinato de guanidina, 
diseñado para facilitar la lisis de los tejidos, inhibir las RNasas y eliminar la mayor parte del 
DNA celular y las proteínas de la lisis orgánica. 
  
Las muestras de líneas celulares y de tejidos fueron homogenizados con el reactivo de lisis 
QIAzol. Tras la adición de cloroformo, el homogeneizado fue separado por centrifugación en 
sus fases acuosa y orgánica. El RNA permaneció en la fase superior, la acuosa, mientras que el 
DNA se quedaba en la interfase, y las proteínas pasaron a la fase orgánica inferi or, quedando 
algunas en la interfase. Se recogió la fase acuosa y se le añadió etanol, lo que permitió la 
precipitación del RNA total. La muestra se colocó entonces en una columna y se centrifugó, 
quedando el RNA total unido a la membrana mientras que el fenol y otros contaminantes 
fueron eliminados eficientemente. Este método permite eluir en agua un RNA de alta calidad y 
libre de nucleasas, incluidos los miRNAs (Figura 38).      
 





Figura 38: Resumen del proceso de extracción de RNA (kit miRNANeasy Mini de Qiagen). 
 
El procedimiento fue muy similar para la extracción de RNA total de líneas celulares y de 
tejido, con mínimas diferencias iniciales. Para el caso de las líneas celulares fue importante 
cuantificar su concentración para no utilizar más de 1x107 células, y retirar el medio de cultivo 
completamente mediante centrifugación y lavado con PBS1x, ya puede afectar la eficiencia del 
proceso de extración. En el caso del tejido, también fue importante estimar la cantidad del 
mismo para evitar muestras superiores a 50 mg que pudieran saturar el proceso. 
Resumidamente, el procedimiento consta de los pasos que se describen a continuación, todos 
los cuales deben realizarse en condiciones libres de RNasa: 
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3.3.2 Protocolo de extracción de RNA total incluyendo miRNA 
 
1.) Se coloca la muestra en 700 μl de reactivo de lisis Qiazol. 
2.) A continuación, se realiza la homogeneización de la muestra (TissueLyser system) 
entre 20-40 segundos, hasta que la muestra tiene un color uniforme (color rosa claro).  
3.) La muestra se deja reposar 5 minutos a temperatura ambiente (15-25º C), según las 
recomendaciones del fabricante. Este paso permite la disociación de las 
nucleoproteínas.  
4.) Se añaden 140 μl de cloroformo al tubo que contiene la muestra y se agita con 
intensidad durante 15 segundos, lo que es importante para que las fases se separen 
eficientemente.  
5.) Una vez más la muestra se deja a temperatura ambiente durante 2-3 minutos. 
6.) Tras una centrifugación de 15 minutos a 12000 revoluciones por minuto (rpm) a 4ºC, 
se produce la separación de las tres fases previamente comentadas, en la superior de 
las cuales (acuosa) se encuentran los RNA, incluyendo los miRNA.  
7.) La fase acuosa se transfiere a un nuevo tubo (proporcionado por el fabricante) y se le 
añaden 525 μl de etanol al 100%, que debe mezclarse con la pipeta cuidadosamente. 
Se toman 700 μl de la muestra y se añaden a una columna RNeasy Mini que está 
introducida en un tubo de colector, seguido de un centrifugado.  
8.) Tras una centrifugación a 10000 rpm durante 15 segundos, se desecha el líquido del 
tubo colector, y se repite el paso anterior.  
9.) Se añaden 700 μl del Buffer RWT (proporcionado por el fabricante) a la columna y se 
centrifuga a 10000 rpm durante 15 segundos, y se desecha una vez más el líquido del 
tubo colector.  
10.) Se añaden 500 μl del Buffer RPE (proporcionado por el fabricante) a la columna y se 
realiza el centrifugado en las mismas condiciones que en los dos pasos anteriores. 
11.) Una vez más se añaden 500 μl de Buffer RPE y realiza una centrifugación más larga (2 
minutos) a 10000 rpm. Esta centrifugación lava la membrana de la columna para 
garantizar que no haya restos de etanol en la última fase, de elución del RNA. 
12.) Se desecha el tubo colector y se coloca la columna RNeasy Mini en un tubo de 1,5 ml 
(proporcionado por el fabricante). Se pipetean 50 μl de agua libre de RNasas 
directamente sobre la membrana de la RNeasy Mini, y se centrifuga durante 1 minuto 
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3.3.3 Valoración de la calidad de RNA extraído y determinación de su 
concentración 
  
Se comprobó la calidad del RNA extraído mediante determinación de la absorbancia a 260 
nm y 280 nm (ratio 1,9-2,1); y la concentración del mismo en cada una de las muestras 
mediante un espectrofotómetro (Nanodrop®). Cada muestra se valoró por triplicado 
empleando 1 µl de la misma y se consideraron aceptables las mediciones con +/- 30 ng/ml de 
diferencia. La concentración de la muestra se calculó a partir de la media de las medidas. 
Cuando se obtuvieron valores extremos, la muestra se homogeneizó y midió nuevamente. 
Finalmente, aquellas muestras en las que el ratio se alejó del valor óptimo o en las que se 
obtuvieron resultados discordantes fueron eliminadas del estudio y se repitió su extracción. Si 
la concentración del Nanodrop® fue superior a 1µg/µl, el RNA se diluyó a razón de 1:5 (en agua 
libre de RNasa). La calidad de los RNA que fueron a utilizarse en los arrays de expresión se 
volvió a determinar mediante el chip comercial de Agilent®. En la Figura 39 se representa una 





Figura  39: (a) Imagen representativa del espectrofotómetro Nanodrop; (b) imagen representativa de 
una curva de absorbancia de RNA determinada con el Nanodrop.  
 
3.4 Selección de miRNA candidatos mediante microarrays de expresión 
  
El proceso de hibridación manual de microarrays de miRNA de las líneas celulares se 
realizó con el kit comercial miRNACURI™ LNA array (Exiqon), siguiendo las recomendaciones 
del fabricante. Básicamente el proceso, que se desarrolla en dos días consecutivos, consistió 
en lo siguiente: El primer día se realizó el marcaje y durante la noche se realizó el proceso de 
hibridación. El segundo día, se procedió al lavado y la obtención de la señal mediante una 
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imagen digital que fue procesada bioinformáticamente. El proceso de hibridación manual de 








Figura 41: Disposición del array: El array consta de 36 sub-arrays, el tamaño del spot es de 100 um y la 
distancia entre spots de 215 um. Las dimensiones del microarray figuran en la imagen.  
 
3.4.1 Marcaje  
 
El primer paso fue el marcaje del RNA. Para ello se recomienda una cantidad de 
RNA total de 250 ng a 1 µg para cada reacción de marcaje. Escogimos el sistema de doble 
marcaje (Hy3™, Hy5™) por facilitar la normalización por Lowes y porque también permitió 
evaluar un único marcaje (Hy3™) cuya normalización se hizo por cuantiles en el Servicio de 
Bioinformática del Instituto de Biología Molecular y Celular del Cáncer de la Universidad de 
Salamanca. Para el proceso de marcaje, previo a la hibridación, se prepararon dos reacciones 
diferentes que se explicarán más adelante.  




Inicialmente, se procedió a la reconstitución del control interno (spike-in miRNA) 
añadiendo 30 µl del agua libre de RNasas del kit comercial y dejándolo en hielo durante 30 
minutos y a la reconstitución de los reactivos fluorescentes Hy3™ (que se incorpora mejor a la 
sonda durante el marcaje) y Hy5™ con 29 µl de agua  libre de RNAsas del kit cada uno. La 
disposición de la posición de captura de los spike-in de RNA en cada subarray figura en la 
imagen (Figura 42). 
 
 
Figura 42: Los spots (puntos) blancos representan las muestras estándar, los spot verdes representan 
otros controles internos para el marcaje con Hy3™ y los spot rojos, las muestras control spike-in. 
 
Reacción 1: Se preparó el primer master mix-1 (MM-1). Por cada muestra se preparó 1 
ng de RNA en 2 µl de volumen en un tubo Eppendorff® de PCR (concentración de 0.5 ng/µl). El 
MM-1 contiene 0.5 µl de enzima fosfatasa alcalina de origen intestinal (CIP), 0.5 µl de buffer 
para la CIP y 1 µl del spike-in RNA del kit reconstituido. A cada tubo de PCR con 2 µl de dilución 
de RNA se añadieron 2 µl del MM-1 para un volumen total de 4 µl. Se programó el 
termociclador a 37 ºC durante 30 minutos, 95 ºC durante 5 minutos, y se dejaron los tubos 
después a 4 ºC o en hielo al menos durante al menos 5 minutos (Tabla 17). 
 
REACTIVO CANTIDAD 
RNA total 2 ul (0,5 ng/ul) 
Enzima CIP 0,5 
Buffer para CIP 0,5 
Spike-in  1 
  Volumen total 4 
 
Tabla 17: Reactivos y cantidades de los mismos utilizados en la reacción 1 del proceso de marcaje 
previo a la hibridación.  
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Reacción 2: Se preparó un segundo master mix (MM-2). Por cada muestra se añadieron 
3 µl de tampón de marcaje o labelling buffer, 1.5 µl de Hy3™, 2 µl de dimetilsulfóxido (DMSO) 
y 2 µl de enzima de marcaje. Se añadieron 8.5 µl del MM-2 a los 4 µl de la primera reacción 
para un volumen final de 12.5 µl. Hy3 es de color rojo y se aplicó a la muestra; y Hy5 es verde y 
se aplicó a la muestra de referencia con la que se compararon todas las demás (en este caso 
C5N). Se programó el termociclador a 16º C durante una hora, seguido de 65º C durante 15 
minutos y de un mantenimiento a 4º C hasta el siguiente paso. Las muestras antes de seguir 
fueron sometidas a un pulso de centrifugación rápida o spin para bajar el contenido al fondo 
del tubo (Tabla 18). 
 
REACTIVO CANTIDAD 
Reacción CIP  4 
Tampón de marcaje 3 
Hy3™ ó Hy5™ 1,5 
DMSO 2 
Enzima de marcaje 2 
  Volumen total 12,5 
 
Tabla 18: Reactivos y cantidades de los mismos utilizados en la reacción de marcaje previo a la 
hibridación, en la reacción 2 . Se añadió la sonda Hy5 al control C5N, y Hy3 a las muestras (resto de las 
diferent es líneas celulares).  
 
 
Preparación de los buffers de lavado. Se prepararon 300 ml de cada buffer de lavado, 
volumen mínimo que requiere la máquina de hibridación Tecan® HS4800 Pro. Se prepararon 
tres tampones de lavado distintos:  
 
1.) Buffer A: Para su preparación se añadieron 30 ml de buffer de lavado salino 20X 
del kit, junto con 6 ml de solución detergente al 10%, también incluida en el kit,  y 264 ml 
de agua libre de RNAasas. Ésta última fue agua con dietil-pirocarbonato (agua DEPC, 
Ambion®) que es un inhibidor de RNAasas.  
2.) Buffer B: Para su preparación se añadieron 15 ml de buffer de lavado salino 20x 
y 285 ml de agua libre de nucleasascon DEPC (Ambion®).  
3.) Buffer C: Para su preparación, se añadieron 3 ml de buffer de lavado salino 20x 









El proceso de hibridación del array con las muestras de las líneas celulares se realizó en 
una máquina de hibridación Tecan®HS4800Pro. Una vez se completó la reacción 2, se llevaron 
las sondas a un volumen total de 50 µl (al realizar la hibridación para dos colores se mezclaron 
las dos sondas), es decir, que se añadieronn 12.5µl más 12.5 µl para un volumen final de 25µl. 
A continuación, se añadieron otros 25 µl de buffer de hibridación almacenado a temperatura 
ambiente  para alcanzar un volumen total de 50 µl. Se desnaturalizó la sonda en oscuridad a 
95ºC y se pasó a hielo durante 2 minutos, hasta cargar la cámara de hibridación con el array.  
 
A continuación se procedió a cargar la cámara de hibridación con 80 µl de buffer de 
hibridación y 50 µl de la sonda marcada. En la máquina de hibridación HS 4800 Pro, Tecan® se 
utilizó el siguiente programa: hibridación a 56º C durante 16 horas, seguidos de un lavado de  2 
ciclos de un minuto a 56ºC con el buffer de lavado A; 2 ciclos de un minuto a 23ºC con el buffer 
de lavado B y 2 ciclos de un minuto a 23ºC con el buffer de lavado C; por último, seguido de 
otros 23 ciclos de 30 segundos con el mismo buffer C de lavado. Una vez se realizó la 
hibridación y el lavado, se comprobó la fluorescencia de las muestras mediante el programa 
GenePix 4000B (Axon Instruments™). La imagen se recogió mediante fotografía digital y se 
guardó en un archivo en formato TIFF (Figura 43). 
 
 





Figura 43: Imagen de captación de un microarray de miRNAs. Nótense los diferentes spots. NOTA: Esta  
imagen de captación es la que se somete al análisis bioinformático posterior.  
 
3.4.3 Análisis bioinformático 
 
Las imágenes obtenidas después del proceso de hibridación se procesaron con el 
programa informático GenePix Pro® versión 6.0, para tratamiento informático de las imágenes 
previo al análisis estadístico. Con él se procedió a eliminar los puntos en los que no existía 
señal o aquéllos en los que la hibridación fue defectuosa. Como los puntos se encuentran 
repetidos varias veces a lo largo del slide, si la hibridación ha sido óptima, aunque exista algún 
punto que no haya hibridado correctamente, su miRNA estará representado por el resto de 
puntos en los que se encuentra repetido y en los que se ha realizado la hibridación de manera 
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correcta. Cuando el slide tuvo una mala calidad de hibridación se repitió una segunda vez para 
conseguir un resultado satisfactorio. Empleamos el software libre Pomelo-2 del CNIO (Madrid, 
España) para el análisis de los datos (Morrissey and Diaz-Uriarte, 2009). Los datos inicialmente 
se analizaron para dos colores por método de Lowess; su resultado no fue satisfactorio y se 
recurrió al análisis de un solo color y a la normalizaron por cuartiles empleando el software 
Expander (Shamir et al., 2005), método recomendado actualmente por la página web de 
Exiqon para el análisis de este tipo de datos. De este modo se identificaron una serie de 
miRNAs expresados diferencialmente y que se exponen en la sección de resultados. Para el 
análisis posterior en los tumores humanos se eligieron los miR-203 y el miR-205, por su interés 
en la literatura. 
 
3.5 Validación de los miRNA candidatos mediante QPCR sobre líneas 
celulares 
 
La validación de los miRNA candidatos se realizó mediante QPCR, utilizando el 
miRNACURY LNA™ Universal RT microRNA PCR system de Exiqon®. Los niveles de miR-203 y 
miR-205 se cuantificaron mediante QPCR. Se empleó un gen housekeeping (S5) y un control 
interno comercial (spike-in), siguiendo las recomendaciones del fabricante. El primer paso 
antes de realizar la QPCR fue la obtención y preparación de la muestra de RNA (que ha 
quedado explicado más arriba). En segundo lugar, se realizó la síntesis de cDNA que se utilizará 
en la QPCR, seguido del análisis de los datos (Figura 44).   
 




Figura 44: Diagrama del proceso de determinación de los miRNA mediante QPCR.  
 
3.5.1 Síntesis de cDNA 
 
En primer lugar el RNA se diluyó hasta una concentración de 5 ng/microl utilizando 
agua libre de RNAsa. A continuación, se prepararon los reactivos y se mezclaron de la siguiente 
manera (Tabla 19):  
 
REACTIVO CANTIDAD (µL) 
Buffer de reacción 5X 4 
Agua libre RNAsa 9 
Spike-in (*) 1 
RNA (5ng/µl) 4 
Enzima retrotranscriptasa 2 
  
VOLUMEN TOTAL 20 
 
Tabla 19: Reactivos y cantidades empleados en el proceso de síntesis de cDNA: (*) control interno que 
se utiliza en el proceso de síntesis de cDNA para asegurar que la reacción de síntesis se produjo 
correctamente, su uso es opcional. 
   




Los reactivos se mezclaron y tras un spin se incubaron según el siguiente programa: 60 
minutos a 42 ºC; seguido del calentamiento de la reacción para inactivar la enzima (a 95ºC 
durante 5 minutos); posteriormente, se enfrió a 4ºC y se almacenó a dicha temperatura. Con 
esto obtuvimos el cDNA que se utilizó posteriormente en la reacción de QPCR. 
 
3.5.2 Reacción de QPCR 
 
Posteriormente se procedió a la realización de la QPCR:  
 
1.) Inmediatamente antes de realizar la QPCR se diluyó el cDNA previamente sintetizado, 
a razón de 1:80, en agua libre de DNAsas. No es aconsejable almacenar las muestras de cDNA 
diluido. Se recomienda prepararlas justo antesde la realización de la QPCR.  
2.) A continuación se procedió a mezclar la muestra de cDNA, el SYBR green máster mix 
(MM) que incluye la Taq polimerasa, el buffer para la reacción y dNTPs y los oligonucleótidos 




SYBR green MM (con Taq 
polimerasa, buffer, dNTPs) 10 
Oligonucleótidos  2 
cDNA 8 
  Volumen total/reacción 20 
 
Tabla 20: Reactivos y cantidades de los mismos empleados en la realización de la QPCR . 
 
3.) Posteriormente, se procedió al sellado de la placa, se realizó un spin de la misma y 
se introdujo en el termociclador. 
4.) El termociclador se programó según la Figura 45.  
 











Figura 45: Programa de QPCR para la cuantifiación de miRNAs empleado en este trabajo. 
 
En teoría, la PCR dobla la cantidad de cDNA de partida al terminar cada ciclo de 
reacción. No obstante, esto no es totalmente correcto, ya que los reactivos se consumen a 
medida que el número de ciclos se incrementa, la reacción pierde eficiencia y tiende a una 
meseta (plateau). La PCR convencional (cualitativa) determina la cantidad de cDNA en el 
momento del plateau, con lo que tiene una escasa utilidad para valorar diferencias en los 
niveles de una molécula de partida. La QPCR permite detectar el cDNA precozmente, cuándo 
su incremento aún se produce exponencialmente con cada nuevo ciclo de reacción, lo que 
proporciona una estimación precisa de la cantidad de cada molécula de cDNA que se analiza. El 
ciclo a partir del cual se detecta el producto amplicado (thershold cycle) es lo que se conoce 
con el nombre de Ct, el número de ciclo a partir del cual la señal de fluorescencia atraviesa el 
umbral de detección. El Ct se correlaciona inversamente con la cantidad de partida de la 
molécula de cDNA en cuestión. Dicho de otro modo, cuánto mayor es la cantidad de la 
molécula de partida, antes adquiere una cantidad que es detectada y por lo tanto más corto es 
el Ct. El Ct de cada muestra problema se compara con el Ct de un control, esta diferencia entre 
el Ct del control y de la muestra problema es el ΔCt. En términos de cuantificación relativa, 
estas diferencias se expresan como     . El gen control se compara con cada una de las 
muestras de estudio de la placa y de este modo se obtienen distintos ΔCt porque cada muestra 
problema está en una cantidad diferente y el control es constante entre las muestras (en 
nuestro caso el RNA U6). Las diferencias entre el ΔCt resultante de comparar una muestra 
problema con el control y el ΔCt resultante de  comparar otra muestra problema distinta de la 
placa con el control se denomina ΔΔCt y lo que permite es comparar las cantidades de dos 
muestras problemas entre sí a partir de las diferencias entre el thershold cycle de cada una de 
ellas y el control. La normalización, o lo que es lo mismo, la expresión de este valor en 
términos relativos da el valor de RQ y se expresa como       .  
  





Figura 46: Output de los resultados de una QPCR de miRNAs . 
 
3.6 Validación de miRNA-203 y miRNA-205 candidatos sobre muestras 
de tumores humanos 
 
Tras la validación de los miRNA candidatos determinados en el array de miRNA en las 
líneas celulares, el siguiente paso en el diseño del estudio fue validar su expresión sobre 
tumores humanos. Para ello utilizamos dos métodos de evaluación diferentes, la QPCR de 
muestras humanas y la hibridación in situ de miRNA sobre tejidos en parafina, con la idea 
además de determinar cuál de ellas sería más eficiente y robusta para su utilización en 
tumores humanos. Los resultados obtenidos mediante la validación de miRNA en tumores 
humanos mediante QPCR los veremos en detalle en el apartado de resultados al igual que 
todos los datos relacionados con la expresión de miRNAs en las líneas celulares. 
 
3.6.1 Detección de miRNA en tejidos incluidos en parafina mediante 
hibridación in situ 
 
Se detectaron los  miRNA candidatos sobre muestras incluidas en parafina mediante un 
proceso de hibridación in situ (ISH) empleando el kit “miRNACURY LNA miRNA ISH on FFPE 
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tissue samples”, siguiendo las recomendaciones del fabricante. La ISH es uno de los  métodos 
más comunes para visualizar la expresión y localización de genes en tejidos. Durante el 
proceso de detección de miRNAs mediante ISH, los miRNAs fueron “desenmascarados” 
empleando proteinasa K, lo que permitió que las sondas marcadas con digoxigenina (DIG) 
hibridaran con las secuencias de miRNAs. Las secuencias de las sondas de hibridación fueron 
las siguientes: 5´-CAGACTCCGGTGGAATGAAGGA-3` (para el miR-205) y 5´-
CAAGTGGTCCTAAACATTTCAC-3´ (para el miR-203). Tanto los extremos 5’ como 3’ se marcaron 
con DIG. Se utilizó la sonda inespecífica 5`-AGTCTATGGTATTCAGTACTCA-3` como control. La 
DIG se detectó mediante un anticuerpo específico conjugado con fosfatasa alcalina. Ésta 
convierte los sustratos solubles 4-nitro azul de tetrazolio (NBT) y 5-bromo-4-cloro-3-
indolilfosfato (BCIP) en un precipitado azul oscuro insoluble en agua y alcohol, el NBT-BCIP 
(Figura 47). Finalmente, se añadió una tinción de contraste nuclear para proporcionar una 
mejor resolución histológica, en nuestro caso fue Fast Red.  
 
 
Figura 47: Esquema del proceso de hibridación utilizado en la HIS de miRNA. 
 
Para la detección de los miRNA sobre muestras en parafina mediante ISH, inicialmente se 
desparafinó el tejido, dejándolo en una placa durante 1 hora a 65º C y se le sometió a tres 
lavados con xilol de 10 min cada uno, seguidos de la hidratación de las muestras con lavados 
sucesivos en etanoles de concentración decreciente al 100 %, 90 % y 70 %, respectivamente, 
durante 10 min cada uno. Después se introdujeron en agua y se incubaron durante 13-18 min 
(dependiendo el tejido) en proteinasa K a 37º C. Para eliminar la proteinasa K se introdujeron 
las muestras en agua durante 5 minutos adicionales y se dejaron secar. 
 
A continuación, se añadió la sonda que previamente se desnaturalizó (4 min a 90º C) 25 µl 
de sonda y se dejó incubar durante 16 horas a 37º C. Posteriormente, se lavó con 5x PBS a 60º 
C durante 5 minutos, para eliminar la sonda, y se procedió a bloquear con una solución de 
bloqueo durante 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubó una hora a 37º C 
con el anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina (Roche  REF. #11 093 274 
910). Se eliminó el anticuerpo sobrante con dos lavados de PBS-tween-20 a temperatura 
ambiente durante 5 minutos. En este momento, se procedió a la incubación con el sustrato 
NBT/BCIP (Roche REF #11 697 471 001) de revelado ya que el anticuerpo está conjugado con 
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fosfatasa alcalina, se incubó la muestra en el porta en esta solución a 30º C durante toda la 
noche. Finalmente, se hizo una contratinción con Fast Red (Vector Laboratorios, INC CA 94010) 
durante 5 minutos, se lavó con agua y se deshidrató con pases sucesivos en alcoholes de 70 %, 
90 % y 100 %. Se montó añadiendo una de gota medio de montaje y se dejó secar toda la 
noche. Se analizó al día siguiente. 
  
Para el análisis de la intensidad de la tinción se evaluó de manera análoga al de las otras 
tinciones de inmunohistoquímica. En el caso de los miRNA y para valorar de manera más 
específica su relación con la capacidad de invasión tumoral, se evaluó también la intensidad de 
tinción específicamente en el frente de invasión del tumor. Los datos de la expresión de 
miRNAs mediante ISH los veremos en detalle en el apartado de resultados.   
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4 ESTUDIO ESTADÍSTICO Y ANÁLISIS MULTIVARIANTE 
 
Se partió de un total de 118 individuos a los que se les diagnosticó de CEC. 
 
Después del análisis descriptivo general de las variables que nos permitió conocer las 
características de la muestra, se procedió a la comparación de las mismas para determinar si 
existían relaciones entre ellas. Cuando las variables fueron cualitativas, utilizamos tablas de 
contingencia y se empleó el test de la Chi-Cuadrado de Independencia o bien el test exacto de 
Fisher cuando la frecuencia en alguna de las casillas de la tabla de contingencia fue menor de 
5. Se rechazó la hipótesis nula (Ho) cuando el valor de P fue menor de 0.05. La representación 
gráfica de la relación estadística entre las variables se hizo mediante el software libre  
Cytoscape (v.3.1.0) (www.cytoscape.org).  
 
Posteriormente, se construyeron modelos de regresión logística para predecir 
diferentes variables respuesta, en concreto: desarrollo de eventos de mala evolución clínica 
considerados de forma global, recidiva local, riesgo de progresión ganglionar y riesgo de 
progresión del TNM durante el seguimiento. Se emplearon distintas variables predictoras en 
cada caso y se utilizó el método de Ward para demostrar las variables que predecían de 
manera independiente la variable respuesta estudiada. Se consideraron significativas las 
variables para las que el valor de P fue menor de 0.05 (nivel de significación del 95%). La fuerza 
predictora se determinó mediante la odd ratio (OR) y con el intervalo de confianza (IC) del 95% 
(siempre y cuando éste no incluyera el valor de 1).  
 
Cuando se pretendió comparar una variable cuantitativa con una variable cualitativa 
de dos categorías, primero se aplicó la  prueba no paramétrica de bonda de ajuste de 
Kolmogórov-Smirnov (Prueba K-S), para valorar si la variable cuantitativa se ajustaba a una 
distribución normal. Si la muestra seguía una distribución normal, se utilizó la prueba t de 
Student para contrastar la independencia de dos muestras y el test del ANOVA para comparar 
más de dos muestras entre sí. En caso de que los datos no siguieran una distribución normal se 
empleó la U de Mann-Whitney (para muestras independientes) y la W de Wilcoxon (para 
muestras relacionadas) cuando se compararon dos muestras o el test de Kruskal -Wallis cuando 
se compararon más de dos muestras independientes entre sí. En todos los casos utilizamos el 
nivel de significación del 95%.  
  
La comparación de sucesos temporales, como la latencia hasta la aparición de los 
diferentes eventos (eventos de mala evolución clínica considerados de forma global, recidiva 
local, progresión ganglionar y progresión del TNM) se hizo por el método de Kaplan-Meier y se 
calculó el nivel de significación por el método de Mantel-Cox. Las variables identificadas como 
posibles factores de riesgo se introdujeron en el análisis multivariante, para identificar los 
factores de riesgo independientes de un determinado evento con el modelo de probabilidades 
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proporcionales de Cox. El riesgo alfa asumido durante el estudio fue del 5% (nivel de 
significación del 95%). 
 
Se llevó a cabo un análisis multivariante mediante un biplot logístico externo (Demey 
et al., 2008), con el fin de evaluar si los miRNAs contribuyen, junto con otras variables clínico-
patologicas y moleculares, a la definición de agrupaciones de pacientes con perfiles 
pronósticos similares. El algoritmo comienza con un Análisis de Coordenadas Principales 
(ACoP), técnica similar a las Componentes Principales pero para variables categóricas. Esta 
técnica nos permite representar a los pacientes en un espacio euclídeo de baja dimensión (un 
plano) en el cual la proximidad entre dos individuos indica que éstos tiene un perfil pronóstico 
similar de acuerdo a las variables consideradas. En este mapa euclídeo los pacientes son 
representados por puntos. Los ejes principales (horizontal y vertical) representan gradientes 
latentes sobre los que se ordenan los pacientes según su perfil pronóstico.  El eje horizontal es 
siempre el que absorbe más información; por tanto el más importante para clasificar los 
pacientes desde el punto de vista pronóstico. 
 
El segundo paso del algoritmo consiste en ajustar un modelo de Regresión Logística 
para cada variable, usando los gradientes latentes como variables independientes. Los 
coeficientes de regresión conforman  los vectores que muestran la dirección que mejor predice 
la probabilidad de presencia de cada variable. En nuestro caso, se interpreta que la proyección 
de un paciente en la dirección de un vector cualquiera (miRNA o cualquier otra variable) 
predice la probabilidad de presencia de ese característica en el paciente. O sea pacientes 
representados en el sentido positivo del vector que representa a una variable son pacientes en 
los que la característicaestá presente. De esta manera, para cada variable, el diagrama de 
ordenación (plano con los puntos que representan a los pacientes) puede ser dividido en dos 
regiones que predicen la presencia y/o la ausencia de esa característica. Las dos regiones están 
separadas por una línea que es perpendicular al vector que representa a la variable y corta el 
vector en el punto 0.50. Para facilitar la interpretación gráfica, en los extremos de cada vector 
se fijan puntos de predicción con probabilidad conocida, es así como el 0.50 se fija como punto 
de corte para la predicción de la presencia y 0.75 para la dirección de mayor probabilidad 
creciente (ver Figura 139, en el anexo).  
 
La longitud del vector que representa a la variable debe ser interpretada como una 
medida inversa a la capacidad discriminante de la variable, esto es, vectores más cortos 
corresponden con variables que discriminan mejor a los pacientes según pronóstico. La 
relación entre las diferentes variables proyectadas sobre el plano Biplot, se interpreta según el 
ángulo que formen. Cuando dos variables tengan la misma dirección, o formen ángulos 
pequeños, se dice que están positivamente correlacionados, cuando tengan direcciones 
opuestas que se correlacionan negativamente; si  forman ángulos rectos, son independientes. 
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La calidad de representación de cada variable se mide como el porcentaje de su 
variabilidad representada en la dimensión reducida. Se calcula como el coseno al cuadrado del 
ángulo entre el punto/vector en el espacio multidimensional y su proyección sobre el plano de 
la representación. Dado que la representación se centra en el origen, la variabilidad de cada 
variable se mide por su distancia al cuadrado del origen, de modo que la calidad de 
representación se puede medir por la relación entre la distancia al  cuadrado en la dimensión 
reducida y la distancia al cuadrado en el espacio multidimensional. La calidad de 
representación de cada variable viene medida por la combinación de tres índices: el P (p-valor) 
en el modelo de regresión logística con el fin de analizar la relación de la solución y cada 
variable (mediante la deviance), la R 2  de Nagelkerke y el porcentaje de clasificación correcta, 
usando 0.5 como punto de corte para la probabilidad esperada. Para obtener grupos 
homogéneos aplicamos el análisis de clúster utilizando el método de Ward.  Esto permitió 
obtener grupos de pacientes con perfiles similares. El algoritmo proporciona una 
representación gráfica simultánea de los pacientes y las variables, que es de interpretación 
sencilla y permite una exploración intuitiva y visual de la matriz de datos (Demey et al., 2008).  
 
Se utilizó un programa informático creado por el Departamento de Estadística de la 
Universidad de Salamanca, basado en el código Matlab, para aplicar estos métodos y que 
puede obtenerse de forma gratuita en la página web 
http://biplot.usal.es/ClassicalBiplot/index.html. La técnica representa a los pacientes como 
puntos y las variables como vectores en un diagrama de dispersión, como un sistema de 
exploración de las características principales de la serie de datos. Resumiendo lo dicho 
anteriormente, el gráfico se interpreta de la siguiente manera: i.) la distancia entre pacientes 
(puntos) del diagrama de dispersión es inversamente proporcional a sus perfiles de similitud 
(es decir, los pacientes próximos tienen características similares); ii.) el ángulo entre los 
vectores (variables) indica el grado de asociación entre ellas (los ángulos agudos (pequeños) 
indican que las variables están estrechamente relacionadas, lo que quiere decir que cuando un 
paciente presenta una característica, es altamente probable que presente la otra y viceversa; 
iii.) la proyección de los pacientes (puntos) sobre el vector de las variables estima la 
probabilidad esperada de la característica para ese paciente (punto) dada sus características; 
iv.) la longitud de los vectores de cada variable indica el poder de discriminación de la variable 
para pacientes separados. Los vectores más cortos tienen mayor poder de discriminación 






























1 INTRODUCCIÓN A LOS RESULTADOS DE LA TESIS DOCTORAL 
 
En la presente tesis doctoral evaluamos los factores pronósticos del carcinoma epidermoide 
cutáneo (CEC) a partir de tres niveles de análisis. Presentamos aquí un resumen que creemos 
ayuda a comprender mejor cómo están organizados los resultados y en definitiva cómo se ha 
concebido la tesis doctoral. En la Figura 48, se representan esquemáticamente los diferentes 
niveles de análisis (en relación con los objetivos definidos en la sección correspondiente) de 
esta tesis.    
 
Inicialmente buscaremos factores pronósticos clínico-patológicos en el CEC. Además de los 
factores de riesgo clínico-patológicos reconocidos en el CEC, nuestro objetivo será también 
identificar nuevos factores de riesgo clínico-patológicos y/o validar factores clínico-patológicos 
cuyas implicaciones pronósticas están menos claras. A partir de los resultados obtenidos del 
análisis univariante, nuestro objetivo es, especialmente, combinarlos para identificar aquellos 
factores de riesgo independiente de eventos de mala evolución clínica y de un acortamiento 
del intervalo libre de enfermedad en el CEC. 
 
En segundo lugar, buscaremos proteínas con valor pronóstico en el CEC. Por un lado 
buscaremos asociaciones entre la expresión de las diferentes proteínas analizadas (que fueron 
seleccionadas a partir de la literatura) con las características clínico-patológicas y evolutivas del 
CEC, así como las relaciones existentes entre las propias proteínas entre sí. Una vez más, 
nuestro objetivo en este sentido  será combinar los datos obtenidos del análisis univariante de 
proteínas, no solamente entre sí, sino también junto con otros previamente obtenidos del 
análisis clínico-patológico de los tumores, para identificar proteínas que constituyen factores 
de riesgo independiente del desarrollo de eventos de mala evolución clínica y del 
acortamiento del intervalo libre de enfermedad en el CEC y que puedan aportar datos 
adicionales del pronóstico del CEC. 
 
En tercer lugar, buscaremos miRNAs –reguladores de la expresión génica implicados en cáncer- 
relacionados con el pronóstico en el CEC. Inicialmente evaluaremos la expresión diferencial de 
miRNAs en un panel de líneas celulares de origen murino que reproducen las diferentes fases 
de la evolución del CEC mediante micro-arrays de miRNAs. En segundo lugar, validaremos los 
datos del microarrays mediante QPCR y posteriormente evaluaremos la expresión de los 
miRNAs seleccionados y validados en las líneas celulares, en una serie de tumores humanos. 
Por un lado, seleccionaremos una serie de CEC de manera prospectiva, sobre los que se 
realizará la evaluación mediante QPCR. Por otro lado, seleccionaremos también 
retrospectivamente una serie de CEC con evolución clínica ya conocida. Las características 
clínico-patológicas y de expresión de proteínas serán evaluadas en todos los tumores. Los 
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miRNAs serán evaluados por hibridación in situ sobre los tejidos en parafina en todos los 
tumores (tanto aquéllos que se habían obtenido de manera prospectiva como los que se 
habían obtenido de manera retrospectiva). Según esto, tendremos que en una serie de 
tumores habremos evaluado la expresión de miRNAs mediante dos procedimientos distintos y 
en este sentido se compararán ambos sistemas de evaluación para ver cuál de los dos es más 
robusto y eficiente en tumores humanos. A continuación se comparará la expresión de miRNAs 
en tumores humanos con características clínico-patológicas y moleculares para buscar la 
asociación de la expresión de los mismos con fenotipos específicos de CEC. Una vez, 
buscaremos el valor pronóstico de los miRNAs en el CEC y para ello, pretenderemos construir 
un modelo que identifique clusters de tumores con diferente pronóstico en función de la 
expresión de los miRNAs evaluados y otras variables del resto de los niveles de análisis. 
 
Por último combinaremos los datos de los tres niveles de análisis para intentar subclasificar 
tipos de CEC con arreglo a dichas características. En este sentido, nos centraremos en la 
comparación del CEC con el CEC derivado de enfermedad de Bowen (carcinoma bowenoide) y 
con la enfermedad de Bowen propiamente dicha. En el esquema se pretende mostrar un mapa 
de los diferentes niveles de análisis de CEC en la tesis doctoral y cómo se han relacionado 

































Figura 48: Diagrama de flujo que representa los distintos niveles de análisis desarrollados en esta tesis 
doctoral, qué se pret ende obt ener de ellos y cómo se relacionarán entre sí.  
 




2 ANÁLISIS CLÍNICO-PATOLÓGICO DEL CARCINOMA EPIDERMOIDE 
CUTÁNEO:  
2.1 Relación entre los parámetros clínico-patológicos analizados en el 
carcinoma epidermoide cutáneo 
2.1.1 Asociación del grado de diferenciación del CEC con otras variables 
clínico-patológicas 
 
Se estudió la existencia de asociaciones entre el grado de diferenciación del tumor con 
otras variables clínico-patológicas que figuran de manera detallada en la Tabla 21. En resumen, 
los tumores pobremente diferenciados exhibieron un patrón de crecimiento infiltrativo, 
mientras que en los tumores moderada y bien diferenciados el patrón de crecimiento fue 
predominante mixto y expansivo (P = 0,000001). Por otro lado, el grado pobre de 
diferenciación se observó más frecuentemente en los tumores que presentaron infiltración 
perineural (P = 0,0001) y linfovascular (P = 0,001), así como en aquéllos que exhibieron 
desmoplasia (P = 0,001), ulceración en el epitelio (P = 0,048) y un mayor espesor (P = 0,003).  
 
Aquellos tumores con un buen grado de diferenciación presentaron con más frecuencia un 
infiltrado inflamatorio peritumoral intenso; mientras que los pobre y moderadamente 
diferenciados presentaron de forma predominante un grado de infiltrado inflamatorio 
peritumoral nulo o escaso-moderado (P = 0,011). Por otra parte, los tumores exhibieron más 
frecuentemente un grado de diferenciación pobre cuando presentaron un infiltrado 
inflamatorio intratumoral intenso; y fueron con más frecuencia moderadamente o/y bien 
diferenciados cuando el infiltrado inflamatorio intratumoral estuvo ausente (P = 0,032). La 
relación con el estadio tumoral al diagnóstico era esperable si tenemos en cuenta que es un 
parámetro histopatológico que sirve para definirlo (Farasat et al., 2011) y, por lo tanto, no se 
ha tenido en cuenta (Tabla 21, Figuras 49-51).  
 






Figura 49: Panel superior. Imágenes de H&E que muestran tumores con diferente grado de 
diferenciación: (a) tumor bien diferenciado (200x) y (b) tumor bien diferenciado (400x)  con evidentes 
globos corneos; (c) tumor pobremente diferenciado (200x) y (d) tumor pobremente diferenciado (400x)  
con ausencia d e diferenciación queratósica. Panel inferior . Asociaciones entre el grado de 
diferenciación con otras variables clínico-patológicas en los CEC, representadas mediante Cytoscape® . 
Cada nodo muestra una variable clínico-patológica, cada línea indica asociación entre las variables, cuyo 
grosor es inversamente proporcional al valor de P. El color rojo indica asociación negativa, el verde, 
asociación positiva. GBD (grado de diferenciación bueno), PCEXP (patrón de crecimiento expansivo), ULC 
(ulceración), DESMO (desmoplasia), ILV (infiltración linfovascular), IPN (infiltración perineural), IIPT 
(infiltrado inflamatorio peritumoral intenso), IIIT ( infiltrado inflamatorio intratumoral intenso),  ESPES 
(espesor). 
 






Grado de diferenciación 
 
 Bueno Moderado Pobre  
Patrón de 
crecimiento 
Expansivo 16 10 0 
0,000001 Mixto 9 11 0 
Infiltrativo 5 28 19 
Infiltración 
perineural 
Sí 2 10 11 
0,000158 
No 28 39 8 
Infiltración 
linfovascular 
Sí 0 2 5 
0,001 
No 30 45 12 
Desmoplasia 
Sí 1 9 9 
0,001 
No 29 40 10 
Ulceración 
Sí 12 26 15 
0,048 








0 4 4 








12 26 13 
Intenso 18 21 3 
Espesor (Me/RI) 4 (4) 6,5 (4) 6 (7,5) 0,003 
Tamaño (Me/RI) 19 (8,75) 18 (9)  20 (10) N.S. 
 
Tabla 21: Relación del grado de diferenciación y el resto de variables clínico-patológicas: Me 
(mediana), RI (rango intercuartílico), N.S. (no significativo). 
 




Figura 50: Representación gráfica de las asociaciones del grado de diferenciación con otras variables 
clínico-patológicas: (a) espesor del tumor, (b)  infiltración perineural  (c) infiltración linfovascular, (d) 
desmoplasia y (e)ulceración. 
 





Figura 51: Representación gráfica de la correlación entre el grado de diferenciación y el patrón de 
crecimiento tumoral. 
 
2.1.2 Relación del patrón de crecimiento tumoral con otras viables clínico-
patológicas del CEC 
 
Demostramos una asociación entre el patrón de crecimiento del CEC con una serie de 
variables clínico-patológicas que figuran en la Tabla 22. Por un lado, el patrón de crecimiento 
fue más frecuentemente infiltrativo en los tumores en estadio II versus en estadio I (P = 0,001), 
y en aquéllos en estadio T2b (P = 0,0000006) de la clasificación alternativa del Brigham and 
Women’s Hospital. Fue también más frecuente el patrón de crecimiento infiltrativo en los 
tumores con grado de diferenciación pobre (P = 0,0000001), en aquéllos que presentaban 
estroma desmoplásico (P = 0,00003), ulceración en el epitelio (P = 0,001), infiltración 
perineural (P = 0,000080) y linfovascular (P = 0,027), así como en los de mayor tamaño (P = 
0,034) y espesor (P = 0,0001). El patrón de crecimiento infiltrativo fue también más frecuente 
en los tumores con intenso infiltrado inflamatorio intratumoral (P = 0,001). Por otro lado, hubo 
una tendencia a presentar un patrón expansivo en aquellos casos con intenso infiltrado 
inflamatorio peritumoral (P = 0,062). Además, el patrón tendió a ser expansivo en los tumores 
















Figura 52: Relaciones entre el patrón de crecimiento y otras variables clínico patológicas. Esquema 
obtenido con el software libre Cytoscape®. Cada nodo muestra una variable clínico-patológica, cada 
línea indica la asociación entre las variables, cuyo grosor es inversamente proporcional al valor de P. El 
color gris de los nodos representa variables histopatológicas, el color verde representa variables clínicas 
y el color azul oscuro representa sistemas de estadiaje en el CEC. El color rojo de las líneas indica una 
asociación negativa, el color verde indica una asociación positiva. PCEXP: Patrón de crecimiento 
expansivo, ESPES (espesor), TAM (tamaño), TI-DX (tiempo hasta el diagnóstico del tumor primario), IIPT 
(infiltrado inflamatorio peritumoral intenso), IIIT (infiltrado inflamatorio intratumoral intenso), IPN 
(infiltración perineural), ILV (infiltración linfovascular), ULC (ulceración), DESMO (desmoplasia), GDB 
(grado de diferenciación bueno), T-AJCC (estadio T2  según la clasificación de la AJCC), T-BWH (estadio 

















Figura 53: Imagen panorámica de un carcinoma epidermoide con patrón de crecimiento infiltrativo. El 
tumor es pobremente diferenciado, tiene un espesor > 2 mm, más de 2 cm de diámetro, exhibe 











Patrón de crecimiento 
 
  Expansivo Mixto Infiltrativo  
T-AJCC 
I 15 10 10 
0,001 
II 11 10 42 
T-BWH 
T1 15 10 10 
0,000006 T2a 11 10 19 
T2b 0 0 23 
Grado de 
diferenciación 
Bueno 16 9 5 
0,000001 Moderado 10 11 28 
Pobre 0 0 19 
Desmoplasia 
Sí 0 0 19 
0,00003 
No 26 20 33 
Ulceración 
Sí 8 7 38 
0,001 
No 14 4 9 
Infiltración 
perineural 
Sí 0 1 22 
0,000016 
No 26 19 30 
Infiltración 
linfovascular 
Sí 0 0 7 
0,027 




Nulo 20 9 17 
0,001 Escaso/Mod 6 11 27 




Nulo 0 0 5 
0,062 Escaso/Mod 15 7 29 
Intenso 11 13 18 
Tiempo hasta el 
diagnóstico 
<2 meses 7 1 3 
0,018 
>2 meses 19 18 46 
Tamaño (Me/RI) 16,5 (10,25)  18 (7,5)  20 (10) 0,034 
Espesor (Me/RI) 3,75 (3,75) 6 (4,05)  6,5 (7) 0,00001 
 
Tabla 22: Asociaciones entre el patrón de crecimiento y el resto de variables clínico-patológicas. T-
AJCC (estadio T según la clasificación de la AJCC), T-BWH (estadio T según la clasificación del Brigham 
and Women’s Hospital), Me (mediana), RI (rango intercuartílico).  






Figura 54: Asociaciones entre el patrón de crecimiento tumoral y otras características clínico-
patológicas (I). El patrón de crecimiento del tumor se relacionó con (a) grado de diferenciación, (b) 
infiltración perineural, (c) infiltración linfovascular, (d) desmoplasia, y (e) ulceración.  





Figura 55: Asociaciones entre el patrón de crecimiento tumoral y otras características clínico-
patológicas (II). (a) estadio T (Brighan and Women's Hospital), (b) tiempo hasta el diagnóstico del 
tumor,  (c) tamaño, y (d) espesor.  
 




2.1.3 Asociación de la desmoplasia con otras características clínico-
patológicas del tumor  
 
La presencia de desmoplasia se asoció a una serie de variables clínico-patológicas e 
histopatológicas que se describen de forma detallada en la Tabla 23. En cuanto a las primeras, 
la desmoplasia fue mayor de forma estadísticamente significativa cuanto mayor fue el estadio 
del TNM al diagnóstico, el estadio T alternativo del Brigham and Women’s Hospital (P = 
0,000032, T2b versus T2a y que T1) y la presencia de ulceración superficial (P = 0,008).  
 
En cuanto a las variables histopatológicas, la desmoplasia fue significativamente mayor en 
tumores con grado pobre de diferenciación (P = 0,001), patrón de crecimiento infiltrativo (P = 
0,00003) e  infiltración perineural (P = 0,0000005). No se demostró relación estadísticamente 
significativa entre la desmoplasia y la infiltración linfovascular, la presencia de infiltrados 
inflamatorios, el espesor o el tamaño tumorales, aunque se observó una tendencia estadística 




Figura 56: Asociaciones de la desmoplasia con otras variables clínico -patológicas. Figura obtenida 
mediante Cytoscape®. Cada nodo muestra una variable clínico-patológica, cada línea indica la asociación 
entre las variables, cuyo grosor es inversamente proporcional al valor de P. El color gris de los nodos 
representa variables histopatológicas y el color azul oscuro representa sistemas de estadiaje en el CEC. El 
color rojo de las líneas indica una asociación negativa, el color verde indica una asociación positiva. 
DESMO (desmoplasia), ESPES (espesor), TAM (tamaño), IIPT (infiltrado inflamatorio peritumoral intenso), 
IIIT (infiltrado inflamatorio intratumoral intenso), ILV (infiltración linfovascular), IPN (infiltración 
perineural), ULC (ulceración), PCEXP (patrón de crecimiento expansivo), GDB (grado de diferenciación 
bueno), T-AJCC (estadio T2 según la clasificación de la AJCC). T-BWH (estadio T2b según la clasificación 
alternativa del Brigham and Women’s Hospital)  












Figura 57: Desmoplasia: Detalle de un tumor con patrón de crecimiento infiltrativo, pobremente 
diferenciado, que presenta zonas de desmoplasia en el estroma. Nótense los haces de colágeno 





















Estadio T- AJCC 
I 3 32 
0,044 
II 16 47 
Estadio T- BWH’s 
T1 2 32 
0,000032 T2a 4 36 
T2b 12 11 
Grado de diferenciación 
Bueno 1 29 
0,001 Moderado 9 40 
Pobre 9 10 
Patrón de crecimiento 
Expansivo 0 26 
0,00003 Mixto 19 20 
Infiltrativo 0 33 
Ulceración 
Sí 15 38 
0,008 
No 1 27 
Infiltración perineural 
Sí 12 11 
0,000005 
No 7 68 
Infiltración linfovascular 
Sí 3 4 
0,077 
No 14 73 
Infiltrado inflamatorio 
peritumoral 
Nulo-escaso 8 15 
0,033 
Moderado-Intenso 11 64 
Infiltrado inflamatorio 
intratumoral 
Nulo-escaso 6 15 
N.S. 
Moderado-Intenso 13 64 
Tamaño (Me/RI) 20 (15) 18 (9)  0,066 
Espesor  (Me/RI) 6,5 (10)  6 (5,45)  0,075 
 
Tabla 23: Asociaciones entre la desmoplasia y el resto de variables clínico-patológicas. T-AJCC (estadio 
T según la clasificación de la AJCC), T-BWH (estadio T según la clasificación del Brigham and Women’s 











Figura 58: Representación gráfica de las asociaciones entre la desmoplasia y otras variables clínico -
patológicas. (a) Grado de diferenciación, (b) patrón de crecimiento, (c) infiltración perineural, (d)   
ulceración y (e) estadio T según la clasificación del Brigham and Women’s Hospital.   
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2.1.4 Asociación del tamaño tumoral con otras variables clínico-patológicas 
 
El tamaño tumoral, en cuanto al diámetro mayor de su superficie, se relacionó con el 
espesor, de manera que los tumores con más superficie tuvieron también un mayor espesor 
(Figura 59). Las diferencias fueron estadísticamente significativas (P = 0,000050;  Correlación 
de Pearson, R = 0,655; P < 0,000001). El tamaño se relacionó también con el patrón de 
crecimiento, de manera que los tumores con patrón de crecimiento infiltrativo tendieron a ser 
más grandes que los no infiltrativos (P = 0,034); y existió una discreta tendencia a la relación 
entre la presencia de infiltración perineural y el tamaño (P =0,072). Las asociaciones más 
relevantes entre el tamaño tumoral y el resto de las variables clínico-patológicas aparecen en 
las Figuras 60 y 61. 
 
2.1.5 Relación del espesor tumoral con otras variables clínico-patológicas  
 
El espesor tumoral se relacionó fuertemente con el tamaño tumoral (ver más arriba) (Figura 
59). Fueron estadísticamente significativas las diferencias entre el valor medio del espesor de 
los tumores con el tamaño mayor y menor de 20 mm (P = 0,00005, test de Kruskal Wallis; y 
correlación de Pearson, R = 0,655; P = 0,000001). Se demostró la asociación entre el espesor 
de los tumores y su patrón de crecimiento, de manera que los tumores con patrón de 
crecimiento infiltrativo tuvieron mayor espesor que aquéllos con patrón de crecimiento mixto 
y expansivo  (P = 0,00001). El espesor se asoció también con la presencia de infiltración 
perineural, de modo que los tumores que la presentaron  fueron más gruesos que aquéllos sin 
infiltración perineural (P = 0,006). Existió también una tendencia estadística a la relación entre 
el espesor y la ulceración, aunque la significación de esta asociación fue más discreta que para 
el tamaño tumoral  (P = 0,084); pero, en general, los tumores más gruesos estuvieron con más 
frecuencia ulcerados. Las relaciones estadísticas más importantes entre el espesor tumoral y 
las características clínico-patológicas de los tumores quedan representas en las Figuras 60 y 61. 
 
 
Figura 59: Diagrama de puntos de correlación entre el tamaño superficial del tumor y el espesor del 
mismo. 





Figura 60: Representación gráfica de algunas correlaciones del tamaño y el espesor tumorales con 
otras variables clínico-patológicas. (a) Espesor e infiltración perineural, (b) tamaño tumoral e 
infiltración perineural, (c) espesor y patrón de crecimiento del tumor, (d) tamaño tumoral y patrón de 








Figura 61: Asociaciones del espesor y el tamaño con otras variables clínico-patológicas. Figura 
obtenida mediante Cytoscape®. Cada nodo muestra una variable clínico-patológica, cada línea indica la 
asociación entre las variables, cuyo grosor es inversamente proporcional al valor de P. El color gris de los 
nodos representa  variables histopatológicas y el color verde representa variables clínicas. El color rojo de 
las líneas indica una asociación negativa, el color verde indica una asociación positiva. ESPES (espesor), 
TAM (tamaño), DESMO (desmoplasia), IIPT (infiltrado inflamatorio peritumoral intenso), IIIT (infitrado 
inflamatorio  intratumoral intenso), IPN (infiltración perineural), ULC (ulceración), PCEXP (patrón de 
crecimiento expansivo), GDB (grado de diferenciación bueno),TI-DX (tiempo hasta el diagnóstico), V.CTO  
(velocidad de crecimiento rápida, más de 5 mm / mes. ).  
 
2.1.6 Asociación de la presencia de ulceración tumoral con otras 
características clínico-patológicas 
 La ulceración se relacionó con una serie de variables que se describen de manera detallada 
en la Tabla 24. Fue más frecuente en los tumores con mayor estadio TNM al diagnóstico (P = 
0,027) y cuánto mayor fue el estadio T, según la clasificación alternativa del Brigham and 
Women’s Hospital (P = 0,007). Por otro lado, fue de forma significativa más frecuente en los 
tumores con grado de diferenciación pobre versus moderadamente y bien diferenciados (P = 
0,048), y con patrón de crecimiento infiltrativo versus mixto y expansivo (P = 0,001). Fue 
también más frecuente en los tumores que tenían infiltración perineural (P = 0,023), 
infiltración linfovascular (P = 0,036) y desmoplasia en el estroma (P = 0,008), así como en 
aquellos tumores de mayor tamaño (P = 0,023). Aunque no se demostró relación entre la 
presencia de ulceración y el espesor, ni con los infiltrados inflamatorios, sí existió cierta 
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tendencia estadística con el primero y con la intensidad del infiltrado inflamatorio intratumoral 
(Tabla 24). La Figura 62 representa las asociaciones estadísticas más relevantes de la 
ulceración y en la Figura 63 existe una imagen de Cytoscape a modo de resumen de las 







TNM al diagnóstico 
I 13 14 
0,027 
II 40 14 
Estadio T BWH 
T1 13 14 
0,007 T2a 20 12 
T2b 20 2 
Grado de 
diferenciación 
Bueno 12 13 
0,048 Moderado 26 12 
Pobre 15 3 
Patrón de crecimiento 
Expansivo 8 8 
0,001 Mixto 7 7 
Infiltrativo 38 38 
IPN 
Sí 18 3 
0,023 
No 25 35 
ILV 
Sí 7 0 
0,036/0,044 
No 42 28 
Desmoplasia 
Sí 15 1 
0,008 
No 38 27 
IIPT 
Nulo 5 0 
N.S. Valores intermedios 27 15 
Intenso 21 13 
IIIT 
Nulo 22 17 
0,058 Valores intermedios 23 11 
Intenso 8 0 
Tamaño (Me/RI) 20 (10) 14 (11) 0,023 
Espesor (Me/RI) 6,5 (5) 6 (13)  0,084 
Tabla 24: Relación entre la ulceración y las variables clínico -patológicas: T BWH (estadio T según el 
Brigham and Women’s Hospital), ILV (infiltración linfovascular), IPN (infiltración perineural), IIPT 
(infiltrado inflamatorio peritumoral), IIIT (infiltrado inflamatorio intratumoral), Me (mediana), RI (rango 
intercuartílico), N.S. (no significativo).  






Figura 62: Representación gráfica de algunas asociaciones entre la ulceración y otras variables clínico -
patológicas. (a) grado de diferenciación, (b) patrón de crecimiento, (c) infiltración perineural, (d) 










Figura 63: Relación de la presencia de ulceración con otras variables clínico-patológicas del CEC. 
Esquema obtenido mediante Cytoscape®. Cada nodo muestra una variable clínico-patológica, cada línea 
indica la asociación entre las variables, cuyo grosor es inversamente proporcional al valor de P. El color 
gris de los nodos representa variables histopatológicas y el color verde representa variables clínicas. El 
color rojo de las líneas indica una asociación negativa,  el color verde indica una asociación positiva, el 
color azul oscuro indica distintos sistemas de estadiaje en el CEC. ULC (ulceración), ESPES (espesor), TAM 
(tamaño), IIIT (infiltrado inflamatorio intratumoral), ILV (infi ltración linfovascular), IPN (infiltración 
perineural), DESMO (desmoplasia), PCEXP (patrón de crecimiento expansivo), GBD (grado de 
diferenciación bueno), PCEXP (patrón de crecimiento expansivo), T-AJCC (estadio T2 según el American 
Joint Committee on Cancer), T-BWH (estadio T2b según la clasificación alternativa del Brigham and 
Women’s Hospital). 
 
2.1.7 Relación de la presencia de Infiltración perineural con otras variables 
clínico-patológicas  
 
La presencia de infiltración perineural en el CEC se relacionó con las variables clínico-
patológicas que figuran de manera detallada en la Tabla 25. Así, fue más frecuente en los 
tumores con grado pobre de diferenciación que en los moderadamente y bien diferenciados (P 
= 0,00015); y también fue más frecuente en aquéllos con patrón de crecimiento infiltrativo 
versus mixto y expansivo (P = 0,000016). Por otro lado, se asoció a tumores con infiltración 
linfovascular (P = 0,011), con los que exhibieron ulceración en el epitelio (P = 0,023) y 
desmoplasia en el estroma (P = 0,000005); así como con aquéllos con un mayor espesor (P = 
0,003), asociándose con cierta tendencia estadística con los de mayor tamaño, pero sin 
alcanzar la significación (Tabla 25). En la Figura 64 se representa un ejemplo de tumor con 
infiltración perineural y en la Figura 65 los gráficos de barras de las asociaciones estadísticas 
más relevantes de la infiltración perineural con otras variables clínico-patológicas.    
 
 










Figura 64: Infiltración perineural. CEC con patrón de crecimiento infiltrativo en el que se observan las 
células tumorales infiltrando alrededor de un nervio (infiltración perineural) , que se destaca con un 
cuadrado en el panel superior y se observa a mayor detalle en el panel inferior.  





















I 0 35 
0,000044 
II 23 40 
Estadio T-BWH’s 
T1 0 35 
<0,0001 T2a 5 35 
T2b 18 5 
Grado de 
diferenciación 
Bueno 2 28 
0,000158 Moderado 10 29 
Pobre 11 8 
Patrón de 
crecimiento 
Expansivo 0 26 
0,000016 Mixto 1 19 
Infiltrativo 22 30 
Desmoplasia 
Sí 12 7 
0,000005 
No 11 68 
Ulceración 
Sí 18 35 
0,023 
No 3 25 
Infiltración 
linfovascular 
Sí 4 3 
0,011 
No 15 72 
Espesor (Me/RI) 8 (8,5) 6 (4,5) 0,003 
Tamaño (Me/RI) 20 (12) 18 (9)  0,072 
 
Tabla 25: Asociaciones entre la infiltración perineural y el resto de las variables clínico-patológicas: T-
AJCC (estadio T según el American Joint Committee on Cancer); T-BWH’s (estadio T según la  clasificación 
del Brigham and Women’s Hospital), Me (mediana), RI (rango intercuartílico).  
 




Figura 65: Representación gráfica de algunas asociaciones de la infiltración perineural con otras 
variables clínico-patológicas: (a) espesor, (b) tamaño,(c) grado de diferenciación, (d) patrón de 
crecimiento, (e) ulceración, (f) desmoplasia.  
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2.1.8 Relación de la infiltración linfovascular con otras variables clínico -
patológicas del tumor 
 
La infiltración linfovascular se asoció con las variables clínico-patológicas que figuran en la 
Tabla 26. Por un lado, la infiltración linfovascular fue más frecuente en los tumores con estadio 
T más avanzado de la clasificación del Brigham and Women’s Hospital (T-BWH). Así, fue más 
frecuente en tumores en estadio T2b versus T2a y T1 (P = 0,002). Por otra parte, se asoció con 
más frecuencia a tumores con grado pobre de diferenciación (P = 0,001) y a aquéllos con 
patrón de crecimiento infiltrativo (P  = 0,027). La presencia de infiltración linfovascular se 
asoció también a la presencia de infiltración perineural (P =  0,011), a la de ulceración en el 
tumor (P = 0,036) y a la desmoplasia en el estroma (Tabla 26). En la Figura 66 se observa  una 
imagen representativa de infiltración linfovascular, en la Figura 67 existen gráficos que exhiben 
las asociaciones estadísticas más relevantes de la infiltración linfovascular y en la Figura 68 se 
recoje una imagen resumen de las relaciones estadísticas de la infiltración linfovascular y 






Figura 66: Imagen representativa de infiltración linfovascular y perineural: (a) Infiltración 
linfovascular, se aprecian células tumorales en la luz de un vaso próximo a músculo ; (b) Infiltración 
























T1 1 34 
0,002 T2a 1 39 
T2b 5 14 
Grado de diferenciación 
Bueno 0 30 
0,001 Moderado 2 45 
Pobre 5 12 
Patrón de crecimiento 
Expansivo 0 26 
0,027 Mixto 0 20 
Infiltrativo 7 41 
Infiltración perineural 
Sí 4 15 
0,011 
No 3 72 
Desmoplasia 
Sí 3 14 
0,077 
No 4 73 
Ulceración 
Sí 7 42 
0,036 
No 0 28 
 
Tabla 26: Asociación de la infiltración linfovascular y las variables clínico-patológicas. T-BWH’s: 
(estadio T según la clasificación del Brigham and Women’s Hospital).  






Figura 67: Representaciones de algunas asociaciones entre la infiltración linfovascular y otras 
variables clínico-patológicas: (a) grado de diferenciación, (b) patrón de crecimiento, (c) desmoplasia, (d) 
ulceración, (e) infiltración perineural, y (f) estadio T según la clasificación del Brigham and Women’s  
Hospital.  
 





Figura 68: Relación entre la infiltración perineural, la infiltración linfovascular y el resto de variables 
clínico-patológicas evaluadas: Esquema obtenido mediante Cytoscape®. Cada nodo muestra una 
variable clínico-patológica, cada línea indica la asociación entre las variables, cuyo grosor es 
inversamente proporcional al valor de P. El color gris de los nodos representa variables histopatológicas 
y el color verde representa variables clínicas. El color rojo de las líneas indica una asociación nega tiva, el 
color verde indica una asociación positiva, el color azul oscuro indica distintos sistemas de estadiaje en el 
CEC. IPN (infiltración perineural), ILV (infiltración linfovascular), TAM (tamaño), ESPES (espesor), DESMO  
(desmoplasia), ULC (ulceración), GDB (grado de diferenciación bueno), PCEXP (patrón de crecimiento 
expansivo), IIPT (infiltrado inflamatorio peritumoral intenso), T-AJCC (estadio T2 según el American Joint 
Committee on Cancer), T-BWH’s (estadio T2b según el sistema alternativo de estad iaje del Brigham and 
Women’s Hospital). 
 
2.1.9 Asociación de la presencia de infiltrados inflamatorios en el tumor con 
otras variables clínico-patológicas 
 
Las implicaciones del infiltrado inflamatorio en el CEC no han sido estudiadas en 
profundidad; si bien, existen trabajos aislados donde no parece haberseles encontrado 
significación pronóstica, otros estudios parecen haber demostrado cierta influencia de los 
infiltrados inflamatorios en el pronóstico del CEC. (Azzimonti et al., 2014; Coussens et al., 
1999; Dorta et al., 2002; Meneses et al., 1998). En nuestro estudio, se  evaluó de manera 
independiente el infiltrado inflamatorio peritumoral y el intratumoral, cada uno de los cuales 
se asoció a las variables clínico-patológicas que aparecen de manera pormenorizada en la 
  RESULTADOS 
169 
 
Tabla 27. En las Figuras 69-71 se representan también asociaciones estadísticas de la 
intensidad de los infiltrados inflamatorios en el carcinoma epidermoide cutáneo y otras 
variables clínico-patológicas. 
 
a.  Infiltrado inflamatorio intratumoral 
 
La intensidad del infiltrado inflamatorio intratumoral se relacionó con un mayor 
estadio TNM al diagnóstico del CEC (grado II vs I) (P = 0,048), y a un mayor grado del estadio T, 
en la clasificación alternativa T-BWH (T2b frente a T2a y T1). Asimismo, el infiltrado tumoral fue 
con más frecuencia intenso en tumores con grado pobre de diferenciación ( P = 0,032), y con 
un patrón de crecimiento infiltrativo (P = 0,021). El infiltrado inflamatorio intratumoral intenso 
se asoció también a la presencia de ulceración en el epitelio (P = 0,046) y al mayor tamaño 
tumoral (P = 0,024) (Tabla 27).  
 
b.  Infiltrado inflamatorio peritumoral  
 
La intensidad de infiltrado inflamatorio peritumoral se asoció a un menor grado de 
estadio T, según la T-BWH (P = 0,019), aunque no se logró demostrar significación estadística en 
función del TNM de la AJCC. Fue también con más frecuencia intenso en tumores con buen y 
moderado grado de diferenciación (P = 0,01), en tumores que exhibieron un patrón de 
crecimiento expansivo, en tumores que no presentaron infiltración perineural, en los de menor 



























Intenso No intenso 
 
Intenso No intenso 
 
Desmoplasia 




No 6 73 38 41 
Ulceración 




No 0 28 13 15 
Estadio TNM al 
diagnóstico 




II 8 55 24 39 
Estadio T BWH  
T1 0 35 
0,052 
18 17 
0,019 T2a 4 36 20 20 
T2b 4 19 4 19 
Grado de 
diferenciación 
Bueno 0 30 
0,032 
18 12 
0,01 Moderado 4 45 21 28 
Pobre 4 15 3 16 
Patrón de 
crecimiento 
Expansivo 0 26 
0,001 
11 15 
0,066 Mixto 0 20 13 7 
Infiltrativo 8 44 18 34 
Infiltración 
perineural 




No 70 5 36 39 
Progresión 
ganglionar  




No 4 81 36 49 
Eventos 




No 3 74 33 44 
Progresión TNM 




No 4 80 36 48 
Espesor  
 
6,25 (10,88) 6 (5) N.S. 5,5 (4,5) 6 (5,5) 0,085 
Tamaño 
 
24,5 (23,75) 18 (9) 0,024 18 (8) 20 (11) N.S. 
 
Tabla 27: Relación entre la intensidad de los infiltrados inflamatorios peri e intratumorales y las 
diversas variables clínico-patológicas. IIIT (infiltrado inflamatorio intratumoral), IIPT (infiltrado 
inflamatorio periturmoral), Me (mediana), RI (rango intercuartílico), N.S (no significativo).  
 









Figura 69: Representaciones de las asociaciones de los infiltrados inflamatorios en relación con el 
grado de diferenciación del tumor. En la imagen de la derecha (a) IIIT (infiltrado inflamatorio  
intratumoral), (b) IIPT (infiltrado inflamatorio peritumoral). En la imagen de la izquerda (a) podemos 
observar infiltrados inflamatorios intratumorales (H& E) en un CEC indiferenciado y su inmuexpresión con 
CD8 (b).  
 
 







Figura 70; Representaciones de las asociaciones de los infiltrados inflamatorios en relación con el 
patrón de crecimiento tumoral. (a) IIIT (infiltrado inflamatorio intratumoral), (b) IIPT (infiltrado 
inflamatorio peritumoral). 




Figura 71: Relación entre los infiltrados inflamatorios y el resto de variables clínico-patológicas 
evaluadas: Esquema obtenido mediante Cytoscape® . Cada nodo muestra una variable clínico-
patológica, cada línea indica la asociación entre las variables, cuyo grosor es inversamente proporcional 
al valor de P. El color gris de los nodos representa variables histopatológicas y el color verde representa 
variables clínicas. El color rojo de las líneas indica una asociación negativa, el color verde indica una 
asociación positiva, el color azul oscuro indica distintos sistemas de estadiaje en el CEC. IIPT (infiltrado 
inflamatorio peritumoral intenso), IIIT (infiltrado inflamatorio intratumoral intenso), IPN (infiltración 
perineural), TAM (tamaño), ESPES (espesor), DESMO (des moplasia), GDB (grado de diferenciación 
bueno), PCEXP (patrón de crecimiento expansivo), T-AJCC (estadio T2 según el American Joint Committee 
on Cancer), T-BWH’s (estadio T2b según el estadiaje alternativo del Brigham and Women’s Hospital).  
 
2.1.10 Asociación de la velocidad de crecimiento con otras variables clínico-
patológicas 
 
La velocidad de crecimiento (VC) se comparó con las características de los pacientes y los 
tumores. La VC se relacionó con el estadio tumoral T, según (BWH’s) (P = 0.003), y según el 
estadio tumoral de la (AJCC) (P = 0.001). Los tumores de crecimiento rápido se asociaron a un 
mayor tamaño en superficie (P = 0.003), pero no a un mayor espesor. La velocidad de 
crecimiento exhibió una tendencia estadística a la asociación con eventos de mala evolución 
clínica (P = 0.085) y con el desarrollo de metástasis ganglionares (P = 0.071), aunque sin 
alcanzar la significación. La velocidad de crecimiento se asoció inversamente con el tiempo 
hasta el diagnóstico del tumor (P = 0.003), siendo los tumores de crecimiento rápido más 
precozmente diagnosticados. Finalmente la VC se relacionó con el índice proliferativo, medido 
a través del marcaje frente a Ki-67 por inmunohistoquímica, siendo, como cabría esperar, más 
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rápido el crecimiento de los tumores con índices proliferativos más elevados (Tabla 28, Figura 
72).  
 
 El tiempo hasta el diagnóstico también se evaluó, para identificar asociaciones entre 
éste con características clínico-patológicas. Así, se asoció con el espesor del tumor (P = 0,045), 
siendo más gruesos aquellos tumores de diagnóstico más tardío; pero no  se asoció con el 
tamaño horizontal del tumor. El tiempo hasta el diagnóstico se asoció también de forma 
positiva con el patrón de crecimiento expansivo y de forma negativa con la VC, como hemos 





Velocidad de crecimiento 
 
  <5mm / mes >5mm / mes P 
GD 
Bueno 20 8 
N.S. 
Moderado-Pobre 41 21 
PC 
Expansivo 17 8 
N.S. 
No-expansivo 44 21 
Tamaño (Me/RI) 15 (11) 20 (7)  0,003 
Espesor (Me/RI) 6 (5) 6 (6) N.S. 
T-BWH  
T1 29 3 
0,003 T2a 20 16 
T2b 12 10 
T-AJCC   
T1 29 3 
0,001 
T2 32 26 
Eventos globales 
Yes 11 10 
0,085 
No 50 19 
Progresión 
ganglionar 
Yes 6 7 
0,071 
No 55 22 
Recidiva local 
Yes 7 5 
N.S. 
No 54 24 
Ki-67 (Me/RI) 13,33 (15,42) 23,33 (27,50) 0,028 
Tiempo hasta el 
diagnóstico 
< 2 meses 60 19 
0,00003 
> 2 meses 1 10 
ILE (IC)   10 (4,605-15,395)  4 (2,482-5,518) 0,005 
Tiempo hasta PG (IC) 13 (5,799-20,201)  5 (3,048-12,752) 0,004 
Tiempo hasta RL (IC) 8 (2,868-13,132) 4 (1,605-8,395) 0,082 




Tiempo hasta el diagnóstico 
 
  <2 meses > 2 meses P 
GD 
Bueno 24 7 
N.S. 
Moderado-Pobre 55 4 
PC 
Expansivo 7 18 
0,009 
No-expansivo 4 61 
Espesor (Me/RI) 5 (4) 6 (6) 0,045 
Tamaño (Me/RI) 20 (7)  20 (10) N.S. 
Eventos globales 
Yes 3 18 
N.S. 
No 8 61 
Progresión 
ganglionar 
Yes 3 10 
N.S. 
No 8 69 
Recidiva local 
Yes 1 11 
N.S. 
No 10 68 
 
Tabla 28: Asociaciones de la velocidad de crecimiento de los tumores y del tiempo hasta el diagnóstico 
de CEC en nuestra cohorte: GD (grado de diferenciación), PC (patrón de crecimiento), T BWH’s (estadio T 
según la clasificación del Brigham and Women’s Hospital), T-AJCC (estadio T según el American Joint 
Committee on Cancer), ILE (intervalo libre de enfermedad), PG (progresión ganglionar), RL (recidiva 





























Figura  72: Relaciones más importantes entre la velocidad de crecimiento, el tiempo hasta el 
diagnóstico del tumor y el resto de las variables: Esquema obtenido mediante Cytoscape®. Cada nodo 
muestra una variable clínico-patológica, cada línea indica la asociación entre las variables, cuyo grosor 
es inversamente proporcional al valor de P. El color gris de los nodos representa variables 
histopatológicas, el color verde representa variables clínicas, el color azul oscuro representa sistemas de 
estadiaje en el CEC, el color azul celeste indica proteínas y el color rojo eventos de mala evolución clínica. 
El color rojo de las líneas indica una asociación negativa, el color verde indica una asociación positiva, el 
color azul oscuro indica distintos sistemas de estadiaje en el CEC. V.CTO (velocidad de crecimiento 
rápida, mayor de 5 mm / mes), TI-DX (tiempo hasta el diagnóstico del tumor menor de 2 meses), TAM 
(tamaño), ESPES (espesor), PCEXP (patrón de crecimiento expansivo), T-AJCC (estadio T2 según el 
American Joint Committee on Cancer), T-BWH’s (estadio T2b según el Brigham and Women’s Hospital), 
EVEN (eventos globales de mala evolución clínica durante el seguimiento), N+ (desarrollo de metástasis 
ganglionares durante el seguimiento).  
  




2.2 Evaluación de los factores pronósticos clínico-patológicos en el CEC  
 
Se evaluaron los eventos de mala evolución clínica en nuestra cohorte de CEC y se 
comparó su frecuencia, en función de las variables clínico-patológicas analizadas. Así, 
evaluamos la recidiva local, la progresión ganglionar, la progresión del TNM durante el 
seguimiento (que incluyó metástasis ganglionares y a distancia) y los eventos de mala 
evolución clínica considerados de forma global (es decir, que incluyeron cualquiera de los 
anteriores).   
 
2.2.1 Variables clínico-patológicas relacionadas con el desarrollo de eventos 
de mala evolución clínica   
 
Recordemos que se consideraron eventos de mala evolución clínica cualquiera de los 
acontecimientos adversos que aparecieron como consecuencia del tumor en un paciente a lo 
largo del seguimiento. Entre ellos, incluimos la recidiva local, la progresión ganglionar, el 
desarrollo de metástasis viscerales y la muerte por CEC. El desarrollo de eventos de mala 
evolución clínica durante el seguimiento del CEC se relacionó con las variables clínico-
patológicas que figuran en la Tabla 29, Figuras 73-75.  
 
Respecto a las variables clínicas asociadas al desarrollo de eventos de mala evolución 
considerados en su conjunto, encontramos la localización del tumor primario, que fue 
significativamente mayor para los tumores localizados en áreas de alto riesgo de cabeza y 
cuello (P = 0,019). Se asociaron también a los tumores extirpados incompletamente (P = 0,040) 
y hubo tendencia estadística a relacionarse con el sexo femenino (P  = 0,053). Se asociaron 
también con un estadio mayor del TNM al diagnóstico (II versus I) (P  = 0,001), y con una mayor 
T de la clasificación alternativa del Brigham and Women’s Hospital (T2b frente a T2a y T1) (P  = 
0,00004).  
 
Respecto a las variables histopatológicas, el desarrollo de eventos de mala evolución 
durante el seguimiento considerados de forma global, fue significativamente más frecuente en 
tumores pobremente diferenciados, que en aquéllos moderadamente y bien diferenciados ( P = 
0,006); y en los tumores con patrón de crecimiento infiltrativo versus mixto y expansivo (P = 
0,003). Se asoció a la presencia de infiltración perineural (P = 0,00004) y de infiltración 
linfovascular (P = 0,006). No encontramos relación con la presencia de desmoplasia en el 
estroma, pero sí fue más frecuente en los tumores que exhibieron ulceración en el epitelio (P = 
0,007). Por otra parte, el desarrollo de eventos de mala evolución clínica fue más frecuente en 
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los tumores de mayor tamaño (P = 0,023) y en aquéllos de mayor grosor (P = 0,001). 
Finalmente, el riesgo de desarrollar eventos de mala evolución clínica durante el seguimiento, 
se asoció a la presencia de un infiltrado inflamatorio intratumoral intenso (P = 0,013), aunque 
no existió relación con la intensidad del infiltrado inflamatorio peritumoral. 
 
 
Figura 73: Variables clínico-patológicas relacionadas con un mayor riesgo de eventos de mala 
evolución clínica considerados de forma global durante el seguimiento (I): (a) grado de diferenciación, 
(b) patrón de crecimiento, (c) infiltración perineural, (d) infiltración linfovascular , (e) ulceración.  
 






Figura 74: Variables clínico-patológicas relacionadas con un mayor riesgo de eventos de mala 
evolución clínica, considerados de forma global, durante el seguimiento (II):  (a) Tamaño tumoral,  (b)  








Figura 75: Variables clínico-patológicas relacionadas con el desarrollo de eventos de mala evolución 
clínica durante el seguimiento. Imagen obtenida mediante Cytoscape®. Cada nodo muestra una variable 
clínico-patológica, cada línea indica la asociación entre las variables, cuyo grosor es inversamente 
proporcional al valor de P. El color gris de los nodos representa variables histopatológicas, el color verde 
representa variables clínicas, el color azul oscuro representa sistemas de estadiaje en el CEC, el color azul 
celeste indica proteínas y el color rojo eventos de mala evolución clínica. El color rojo de las líneas indica 
una asociación negativa, el color verde indica una asociación positiva , el color azul oscuro indica distintos 
sistemas de estadiaje en el CEC. EVEN (eventos globales de mala evolución clínica durante el 
seguimiento), V.CTO (velocidad de crecimiento rápida –más de 5 mm / mes -), LOC (localización de alto  
riesgo), TAM (tamaño), ESPES (espesor), ULC (ulceración), EXT.INC (extirpación incompleta del tumor 
primario), IIIT (infiltrado inflamatorio intratumoral intenso), GBD (grado de diferencia ción bueno), PCEXT 
(patrón de crecimiento expansivo), IPN (infiltración perineural), ILV (infiltración linfovascular), T-AJCC 
(estadio T2 según la clasificación de la AJCC), T -BWH (estadio T2b según la  clasificación del Brigham and 
Womens Hospital).  
 
2.2.2  Variables relacionadas con el desarrollo de recidiva local 
 
La recidiva local se relacionó con las variables clínicas e histopatológicas que figuran en la 
Tabla 29. Respecto a las variables clínicas, el desarrollo de recidiva local se asoció a un mayor 
estadio de la clasificación TNM al diagnóstico (II versus I) (P = 0,004), con un mayor grado del 
valor de T, según la clasificación alternativa del T-BWH, y con el sexo femenino (P = 0,009); 
aunque no se relacionó con la localización de tumor primario. Se vio cierta tendencia a la 
recidiva local en los CEC de mayor tamaño (de más de 20 mm), sobre todo en mujeres y, 
curiosamente, en los de menor tamaño en hombres (P = 0,055), pero no hubo diferencias en 
cuanto a la recidiva local en función del espesor y el sexo.   
 




Sí existieron diferencias en la frecuencia del CEC según el sexo en función de la edad, de 
manera que en pacientes jóvenes fue más frecuente en los varones, y en pacientes más 
ancianos en las mujeres (P = 0,001); aunque debe añadirse que los tumores no fueron más 
grandes en las mujeres de nuestra serie porque fueran más grandes en pacientes de mayor 
edad. Tampoco hubo diferencias significativas entre la proporción de pacientes con 
antecedentes de cáncer cutáneo no melanoma entre hombres y mujeres, ni entre la 
proporción de tumores que se extirparon completamente entre hombres y mujeres, ni en 




Figura 76: Recidiva local de CEC en mujer anciana (a)  Carcinoma epidermoide en mujer anciana (tumor 
primario); (b) recidiva local con afectación mandibular tras tratamiento quirúrgico y radioterapia.  El 
tumor primario (a), en este caso, presentaba además otros factores de riesgo como el tamaño > 2 cm, el 
espesor > 2 mm, la  ulceración, el pobre grado de diferenciación, el patrón de crecimiento infiltrativo y la  
infiltración de planos profundos (más allá de la dermis). La recidiva del tumor (b) también era ulcerado, 
presentaba infiltración de planos profundos, tenía un tamaño > 2 cm,  un espesor > 2mm, un pobre 
grado de diferenciación, un patrón de crecimiento infil trativo. 
 
Respecto a las variables histopatológicas, el desarrollo de recidiva local se asoció al patrón 
de crecimiento infiltrativo (P = 0,015); no encontramos asociación con el grado de 
diferenciación. Fue también más frecuente en los tumores con infiltración linfovascular ( P = 
0,042), en aquéllos que exhibieron ulceración en el epitelio (P = 0,038), y en los que 
presentaron un estroma desmoplásico (P = 0,004) e infiltración perineural (P = 0,000007). Por 
otra parte, la recidiva local fue también más frecuente en los tumores de mayor tamaño ( P = 
0,017), en aquéllos de mayor grosor (P = 0,002) y en los que habían sido inadecuadamente 














Figura 77: Recidiva de CEC. Panel (1).- En la imagen superior (a) Carcinoma epidermoide agresivo de 
rápido crecimiento en comisura labial izquierda. (b) Progresión, tras extirpación quirúrgica y 
radioterapia, con destrucción de todos los planos de la mejilla dificultando la ingesta.  Panel(2).- En la 
imagen inferior (a) Recidiva de CEC en región proximal de la nariz incompletamente extirpado 4 meses 
antes. (a) nótese la recidiva del tumor (flecha negra), que exhibe ulceración del epitelio, y la cicatriz de la  
intervención previa de la lesión; (b) Durante la intervención quirúrgica se apreciaba infiltración tumoral 
de los huesos propios de la  nariz (círculo con puntos discontinuos). En el estudio anatomo patológico , en 
ambos casos, existía infiltración perineural.  
 





Figura 78: Relación entre variables clínico-patológicas y un mayor riesgo de recidiva (I) local en el CEC:  
(a) Patón de crecimiento, (b) desmoplasia, (c) infiltración perineural, (d) infiltración linfovascular, (e) 
ulceración.  








Figura 79: Relación entre variables clínico patológicas y un mayor riesgo de recidiva local en el CEC  (II): 
(a) Tamaño tumoral y (b) espesor tumoral.  
 
 





Figura 80: Variables clínico-patológicas relacionadas con el desarrollo de recidiva local. Imagen 
obtenida mediante Cytoscape®. Cada nodo muestra una variable clínico-patológica, cada línea indica la 
asociación entre las variables, cuyo grosor es inversamente proporcional al valor de P. El color gris de los 
nodos representa variables histopatológicas, el color verde representa variables clínicas, el color azul 
oscuro representa sistemas de estadiaje en el CEC, el color azul celeste indica proteínas y el color rojo  
eventos de mala evolución clínica. El color rojo de las líneas indica una asociación negativa, el color verde 
indica una asociación positiva, el color azul oscuro indica distintos sistemas de estadiaje en el CEC. 
RECLOC (recidiva local), N+ (desarrollo  de metástasis ganglionares durante el segui miento), PG.TNM 
(progresión del estadio TNM durante el seguimiento), SEX (sexo mujer), TAM (tamaño), ESPES (espesor), 
ULC (ulceración), DESMO (desmoplasia), EXT.INC (extirpación incompleta del tumor primario), PCEXT 
(patrón de crecimiento expansivo), IPN (infiltración perineural), ILV (infiltración linfovascular), T-AJCC 
(estadio T2 según la clasificación de la AJCC), T -BWH (estadio T2b según la  clasificación del Brigham and 
Women’s Hospital).  
 
2.2.3  Variables clínico-patológicas relacionadas con el desarrollo de 
metástasis ganglionares 
 
La progresión ganglionar (entendida como el desarrollo de metástasis ganglionares 
durante el seguimiento) se asoció a las variables clínicas e histopatológicas que figuran en la 
Tabla 29. Respecto a las variables clínicas, la progresión ganglionar fue más frecuente en los 
tumores en estadio II de la clasificación TNM de la AJCC al diagnóstico, que en aquéllos en 
estadio I (P = 0,024); y en aquéllos en estadio T2b que en los T2a y T1, según la clasificación del 
T-BWH (P = 0,035). El desarrollo de metástasis ganglionares fue también más frecuente en los 
tumores recurrentes (P = 0,029); y en los tumores que asentaron en las zonas de cabeza y 
cuello de alto riesgo, frente a las de bajo riesgo como tronco y miembros ( P = 0,002); aunque 
no existieron diferencias en función del sexo ni se asociaron a la extirpación incompleta del 
tumor primario en nuestro estudio.    




Respecto a las variables histopatológicas, la progresión ganglionar fue más frecuente en 
los tumores pobremente diferenciados, que en aquéllos con grado de diferenciación 
moderado y bueno (P = 0,003); y más frecuente en los tumores con patrón de crecimiento 
infiltrativo que en aquéllos con patrón mixto y expansivo (P = 0,05). Se asoció también a la 
presencia de infiltración perineural (P = 0,006) y linfovascular (P = 0,006) en el tumor primario; 
no presentó relación con la presencia de desmoplasia en el estroma; y fue más frecuente en 
los tumores que tenían ulceración en el epitelio (P = 0,026). Aunque no guardó relación con el 
tamaño tumoral en nuestra serie, sí lo hizo con el espesor del tumor primario, siendo más 
frecuente el desarrollo de metástasis ganglionares en los tumores más gruesos (P = 0,015). Por 
otra parte, aunque no se demostró relación con la intensidad del infiltrado inflamatorio 
peritumoral, sí fue más frecuente la progresión ganglionar en los tumores con un infiltrado 
inflamatorio intratumoral intenso, que en los que tenían un infiltrado intratumoral nulo, 




Figura 81: Carcinoma epidermoide cutáneo con metástasis ganglionares:  (a) CEC ulcerado en concha 
de pabellón auricular izquierdo (b) y (c) adenopatías metastásicas preauriculares, retroauriculares y en 
región suboccipital homolateral a los 3 meses de la extirpación tumoral, sin recidiva local del tumor. Se 
acompañaba de infiltración parotídea. El asterisco representa el colgajo de reconstrucción del defecto  













Figura 82: Variables clínico-patológicas relacionadas con un mayor riesgo de metástasis ganglionares:  
(a) grado de diferenciación, (b) patrón de crecimiento, (c)  infiltración perneural, (d)  infiltración 
linfovascular, (e) ulceración.  
 
 








Figura 83: Variables clínico-patológicas relacionadas con el desarrollo de metástasis ganglionares. 
Imagen obtenida mediante Cytoscape®. Cada nodo muestra una variable clínico-patológica, cada línea 
indica la asociación entre las variables, cuyo grosor es inversamente proporcional al valor de P. El color 
gris de los nodos representa variables histopatológicas, el color verde representa variables clínicas, el 
color azul oscuro representa sistemas de estadiaje en el CEC y el color rojo eventos de mala evolución 
clínica. El color rojo de las líneas indica una asociación negativa, el color verde indica una asociación 
positiva, el color azul oscuro indica distintos sistemas de estadiaje en el CEC. N+ (desarrollo de metástasis 
ganglionares durante el seguimiento), RECLOC (recidiva local), ESPES (espesor) , ULC (ulceración), GBD 
(grado de diferenciación bueno),  PCEXT (patrón de crecimiento expansivo), IPN (infiltración perineural), 
ILV (infiltración linfovascular), IIIT (infiltrado inflamatorio intratumoral intenso), V.CTO (velocidad de 
crecimiento rápida –más de 5  mm / mes -), LOC (localización de alto riesgo), T-AJCC (estadio T2 según la  
clasificación de la AJCC), T-BWH (estadio T2b según la clasificación del Brigham and Women’s Hospital).  
 
2.2.4  Variables relacionadas con la progresión del estadio tumoral durante 
el seguimiento 
 
La progresión del estadio TNM se asoció a las variables clínicas e histopatológicas que se 
indican en la Tabla 29. Respecto a las variables clínicas, la progresión del estadio TNM durante 
el seguimiento fue más probable en los tumores con mayor estadio TNM al diagnóstico (II vs. I)  
(P = 0,013), y en los tumores con mayor T, según la clasificación alternativa del T-BWH (T2b vs. 
T2a Vs T1) (P = 0,013). Por otra parte, la progresión fue mayor en las áreas de localización de 
cabeza y cuello de alto riesgo (P = 0,001) y en los tumores que recurrieron (P = 0,013). 
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Respecto a las variables histopatológicas, la progresión del estadio TNM durante el 
seguimiento se relacionó con el grado pobre de diferenciación tumoral ( P = 0,001) y con el 
patrón de crecimiento infiltrativo (P = 0,030). Además, se asoció a la infiltración perineural (P = 
0,004) y linfovascular con tendencia estadística (P = 0,09); y también fue más frecuente en los 
tumores ulcerados (P = 0,018), aunque no se relacionó con la presencia de desmoplasia. Si 
bien, no se demostró correlación con la intensidad del infiltrado inflamatorio peritumoral, la 
progresión del estadio TNM se asoció a la presencia de un infiltrado inflamatorio intratumoral 
intenso (P = 0,009) (Tabla 29, Figuras 84-85).  
 
 





Figura 84: Variables clínico-patológicas asociadas a un mayor riesgo de progresión del TNM durante el 
seguimiento: (a) grado de diferenciación, (b) patrón de crecimiento, (c) infiltración perineural, (d)  












Figura 85: Variables clínico-patológicas relacionadas con la progresión del TNM durante el 
seguimiento. Imagen obtenida mediante Cytoscape® . Cada nodo muestra una variable clínico-
patológica, cada línea indica la asociación entre las variables, cuyo grosor es inversamente proporcional 
al valor de P. El color gris de los nodos representa variables histopatológicas, el color verde representa 
variables clínicas, el color azul oscuro representa sistemas de estadiaje en el CEC y el color rojo eventos 
de mala evolución clínica. El color rojo de las líneas indica una asociación negativa, el color verde indica 
una asociación positiva, el color azul oscuro indica distintos sistemas de estadiaje en el CEC. PG.TNM 
(progresión del TNM durante el seguimiento), RECLOC (recidiva local), ESPES (espesor), ULC (ulceración), 
GBD (grado de diferenciación bueno),  PCEXT (patrón de crecimiento expansivo), IPN (infiltración 
perineural), ILV (infiltración linfovascular) IIIT (infiltrado inflamatorio intratumoral intenso), LOC 
(localización de alto  riesgo), T-AJCC (estadio T2 según la clasificación de la AJCC), T-BWH (estadio T2b 




















Sí No Sí No Sí No Sí No 
TNM diagnóstico 
AJCC 
I 1 34 0 35 1 34 1 34 
II 20 43 12 51 12 51 13 50 
 0,001 0,004 0,024 0,016 
Estadio T Brigham 
and Women’s 
Hospital 
T1 1 34 0 35 1 34 1 34 
T2a 8 32 4 36 6 34 6 34 
T2b 12 11 8 15 6 17 7 16 
 0,00004 0,0003 0,035 0,013 
Patrón de 
crecimiento 
Expansivo 1 25 0 26 1 25 1 25 
Mixto 2 18 1 19 1 19 1 19 
Infiltrativo 18 34 11 41 11 41 12 40 
 
0,003 0,015 0,05 0,03 
Grado 
diferenciación 
Bueno 3 27 2 28 2 28 2 28 
Moderado 9 40 6 43 4 45 4 45 
Pobre 9 10 4 15 7 12 8 11 
 
0,006 N.S 0,003 0,001 
Desmoplasia 
Sí 7 12 6 13 3 16 4 15 
No 14 65 6 73 10 69 10 69 
 
N.S. 0,004 N.S. N.S. 
Ulceración 
Sí 19 34 11 42 12 41 13 40 
No 2 26 1 27 1 27 1 27 
 
0,005 0,038 0,026 0,018 
IPN 
Sí 12 11 9 14 7 16 8 15 
No 9 66 3 72 6 69 6 69 
 
0,00004 0,000007 0,006 0,001 
ILV 
Sí 5 2 3 4 4 3 4 3 
No 16 71 9 78 9 78 10 77 
 
0,001 0,042 0,006 0,009 
IIIT 
Nulo 8 38 5 41 3 43 4 42 
Valores 
intermedios 
8 36 6 38 6 38 6 38 
Intenso 5 3 1 7 4 4 4 4 
 
0,013 N.S 0.004 0,009 




Nulo 1 4 1 4 0 5 0 5 
Valores 
intermedios 
11 40 7 44 7 44 8 43 







   
Sexo 
Mujer 14 44 10 37 39 8 9 46 
Varón 7 33 2 49 46 5 5 38 




No 7 9 7 9 2 14 3 13 
Sí 14 66 5 75 11 69 11 69 
 0,020 0,0004 N.S N.S 
          
Localización 
CC alto R 15 31 7 39 12 34 13 33 
CC bajo R 6 32 5 33 1 37 1 37 
Tronco/ MM 0 14 0 14 0 14 0 14 
 0,019 N.S. 0,002 0,001 
Recidiva local 
Sí 
No aplicable  No aplicable 
4 8 5 7 
No 9 77 9 77 
 0,029 0,013 
Espesor 
 
0,001 0,002 0,015 0,027 
Tamaño 
 
0,023 0,017 N.S. N.S. 
 
Tabla 29: Relación de los eventos de mal pronóstico en el CEC (recidiva local, progresión ganglionar y 
metástasis a distancia) con parámetros clínico-patológicos. IPN (infi ltración perineural), ILV (infiltración 
linfovascular), IIPT (infiltrado inflamatorio peritumoral), IIIT (infiltrado inflamatorio intratumoral), CC 
alto R (cabeza y cuello de alto riesgo), CC bajo R (cabeza y cuello de bajo riesgo), MM (miembros) , AJCC 
(American Joint Committee on Cancer). La recidiva local se incluye entre los eventos de mala evolución 

















2.3 Resumen de las asociaciones clínico-patológicas más relevantes 
 
En los apartados 1 y 2 de los resultados de este trabajo de tesis doctoral, hemos analizado 
las asociaciones entre las variables clínico-patológicas evaluadas y de éstas con los eventos de 
mala evolución clínica (cualquier evento consideraddo de forma global, y de forma individual 
con la recidiva local, progresión ganglionar y progresión del TNM durante el seguimiento). A 
modo de síntesis, la siguiente tabla 30 resume las asociaciones significativamente más 
relevantes y las tendencias estadísticas más significativas. De la misma manera, con el fin de 
recapitular, se representan nn la figura 86 realizada con el programa Cytoscape, las variables 
clínico-patológicas y las asociaciones entre ellas.  
 
 







































































































Tablas 30: Resumen de resultados estadísticamente significativos (rojo) y/o con tendencia estadística (azul) en las
comparaciones de variables clínico-patológicas en nuestra serie de CEC. VAR1 (variables 1), VAR2 (variable 2),
DESMO (desmoplasia) , ESPES (espesor), EVEN (eventos de mala evolución clínica considerados de forma global ),
EXT.INC (extirpación incompleta del tumor primario), GBD (grado de diferenciación bueno), IIIT (infiltrado
inflamatorio intratumoral intenso), IIPT (infiltrado inflamatorio peritumoral intenso), IPN (infiltración perineural), ILV
(infiltración linfovascular), LOC (localización de alto riesgo), N+ (desarrollo de metástasis ganglionares durante el
seguimiento), PCEXT (patrón de crecimiento expansivo), PG.TNM (progresión del TNM durante el seguimiento),
RECLOC (recidiva local), SEX (sexo mujer), T-AJCC (estadio T2 según la clasificación de la AJCC), TAM (tamaño), T-
BWH (estadio T2b según la clasificación del Brigham and Women0s Hospital), TI-DX (tiempo hasta el diagnóstico
menor de 2 meses), ULC (ulceración), V.CTO (velocidad de crecimiento rápida –más de 5 mm / mes -).
abla 30 





Figura 86: Red que muestra las asociaciones entre variables clínico -patológicas-evolutivas: Imagen 
obtenida mediante Cytoscape®. Cada nodo muestra una variable clínico-patológica, cada línea indica la asociación 
entre las variables, cuyo grosor es inversamente proporcional al valor de P. El color gris de los nodos representa variables 
histopatológicas, el color verde representa variables clínicas, el color azul oscuro representa sistemas de estadiaje  en el CEC 
y el color rojo eventos de mala evolución clínica. El color rojo de las líneas indica una asociación negativa,  el color verde 
indica una asociación positiva, el color azul oscuro indica distintos sistemas de estadiaje en el CEC.  EVEN (eventos de mala 
evolución clínica durante el seguimiento),  N+ (desarrollo de metástasis ganglionares durante el seguimiento), RECLOC 
(recidiva local), PG.TNM (progresión del TNM durante el seguimiento), ESPES (espesor), TAM (tamaño), ULC (ulceración), 
DESMO (d esmoplasia), GBD (grado de diferenciación bueno), PCEXT (patrón de crecimiento expansivo), IPN (infiltración 
perineural), ILV (infiltración linfovascular), IIIT (infiltrado inflamatorio intratumoral intenso), IIPT (infiltrado inflamat orio 
peritumoral intenso), EXT.INC (extirpación incompleta del tumor primario), V.CTO (velocidad de crecimiento rápida –más de 
5 mm / mes -), TI-DX (tiempo hasta el diagnóstico menor de 2 meses), LOC (localización de alto riesgo), SEX (sexo mujer), T-
AJCC (estadio T2 según la clasificación de la AJCC), T-BWH (estadio T2b según la clasificación del Brigham and Women’s 
Hospital).  




2.4 Desarrollo de modelos predictivos a partir de las variables clínico-
patológicas 
2.4.1 Predicción de eventos de mala evolución clínica considerados de forma 
global  
 
Para evaluar la independencia de las variables clínico-patológicas asociadas al 
desarrollo de eventos de mala evolución clínica, considerados en su conjunto, se construyó un 
modelo de regresión logística. Se incluyeron como variables predictivas aquéllas que habían 
demostrado relación con el desarrollo de dichos eventos en el análisis univariante y/o que 
habían demostrado relevancia en estudios previos (Brantsch et al., 2008; Johnson et al., 1992; 
Karia et al., 2013a). Concretamente, se incluyeron: el espesor del tumor primario (< 2 mm / > 2 
mm), el tamaño (< 20 mm / > 20 mm), el patrón de crecimiento (infiltrativo / no infiltrativo), la 
presencia de desmoplasia, la infiltración perineural, el grado de diferenciación (pobre / bueno-
moderado), la localización (alºto riesgo / bajo riesgo), el sexo, la inmunosupresión y la 
ulceración. Las variables que demostraron ser predictivas de forma independiente del 
desarrollo de eventos de mala evolución tumoral, considerados de forma global, fueron la 
ulceración (P = 0,036), la presencia de infiltración perineural (P = 0,004), y la localización del 
tumor en áreas de cabeza y cuello de alto riesgo (P = 0,019). Los valores de odds ratio (OR) y de 
los intervalos de confianza (IC), junto con los valores de P de las variables que se incluyen en la 
ecuación figuran en la Tabla 31. El modelo queda resumido por la ecuación         
                                         , donde EVEN representa los eventos 
globales de mala evolución clínica durante el seguimiento,  IPN sería la infiltración perineural, 
ULC indica la ulceración y LOC la localización de alto riesgo tumor primario. La presencia de 
uno de los factores de la ecuación se sustituye por el valor 1 y la ausencia por el valor 0; es 
decir, si un CEC presenta infiltración perineural, está ulcerado y localizado en una zona de alto 
riesgo de cabeza y cuello (por ejemplo, en la oreja) tiene una probabilidad de dar lugar a algún 
evento de mala evolución clínica durante el seguimiento del 77,10 %; mientras que si no 
presenta ninguno de esos factores de alto riesgo, la probabilidad baja hasta un 2,06%. En todas 
las ecuaciones obtenidas tras la regresión logística, que presentemos a continuación, se 
explican los modelos con principios similares, por lo que ya no se explicaran de manera tan 
pormenorizada. El modelo resultante tuvo una especificidad del 96,7% y una eficacia global del 


















5,950 1,119-31,625 0,036 
 
LOCALIZACIÓN (CC alto riesgo) 
 
4,423 1,281-15,268 0,019 
 
Tabla 31: Variables clínico-patológicas incluidas en el modelo de predicción de eventos de mala 
evolución clínica: OR (odds ratio), I.C. (intervalo de confianza al 95%), CC (cabeza y cuello).  
 
2.4.2 Predicción de la recidiva local  
 
Para evaluar la independencia de las variables clínico-patológicas analizadas en el 
desarrollo de la recidiva local se construyó también un modelo de regresión logística. Como 
variables explicativas, se incluyeron aquéllas que se habían asociado con la recidiva local en el 
análisis univariante, incluidas: el espesor del tumor primario (< 2 mm / > 2 mm), el tamaño 
horizontal del mismo (< 20 mm / > 20 mm), el patrón de crecimiento (infiltrativo / no 
infiltrativo), la desmoplasia, la infiltración perineural, el grado de diferenciación (pobre / 
bueno-moderado), la localización (CC alto riesgo / localización de bajo riesgo), el sexo, la 
inmunosupresión y la ulceración. El sexo femenino del paciente (P = 0,036) y la presencia de 
infiltración perineural (P = 0,001) fueron las variables que mejor definieron el riesgo de que un 
CEC tuviera una recidiva local durante el seguimiento (Tabla 32). El modelo queda definido por 
la ecuación                                          , donde RECLOC 
representa la recidiva local, SEX indica el sexo femenino e IPN la presencia de infiltración 
perineural. El modelo tiene una especificidad del 92.8% y una eficacia global para detectar la 




















13,34 2,93-60,652 0,001 
 
Tabla 32: Variables clínico-patológicas predictoras independientes del desarrollo de recidiva local en el 
CEC. I.C. (intervalo de confianza al 95%), OR (odds ratio), CC (cabeza y cuello). 
 




Figura 87: Recidiva local de un CEC en una mujer:  Tumor primario (a), (b) y recidiva local (c) sobre la  
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2.4.3 Predicción del desarrollo de metástasis ganglionares   
 
Para evaluar la independencia de las variables clínico-patológicas analizadas en este 
trabajo sobre el desarrollo de metástasis ganglionares, como en los casos anteriores, se 
elaboró un modelo multivariante de regresión logística. Como variables explicativas se 
incluyeron aquellas variables clínico-patológicas que demostraron relación con el desarrollo de 
metástasis ganglionares en el análisis univariante: el espesor del tumor primario (< 2 mm / > 2 
mm), su tamaño horizontal (< 20 mm / > 20 mm), el patrón de crecimiento (infiltrativo / no 
infiltrativo), la infiltración perineural, el grado de diferenciación (pobre / bueno-moderado), el 
desarrollo de recidiva local durante el seguimiento y la extirpación incompleta del tumor.  
 
Las variables que demostraron predecir de manera independiente el desarrollo de 
metástasis ganglionares fueron la localización del tumor en área de cabeza y cuello de alto 
riesgo, (OR = 14,661; P = 0,013) y el grado de diferenciación pobre del tumor primario (OR = 
5,285; P = 0,015) (Tabla 33). La probabilidad de desarrollar metástasis ganglionares durante la 
evolución según el modelo se define a partir de la siguiente ecuación  
                                     , donde N+ representa el desarrollo 
de metástasis ganglionares, GPD el grado de diferenciación pobre y LOC la localización del 
tumor en un área de alto riesgo, según las hemos definido en este trabajo. La especificidad del 
modelo fue del 91,8%; con una sensibilidad del 46,2%. La eficacia global del modelo fue del 







OR I.C. P 
 
LOCALIZACIÓN  (CC alto riesgo) 
 
14,661 1,768-121,55 0,013 
 
GRADO DE DIFERENCIACIÓN pobre 
 
5,285 1,374-20,326 0,015 
 
Tabla 33: Variables clínico-patológicas que explicaron el riesgo de progresión ganglionar de manera 
independient e. OR (odds ratio), I.C. (intervalo de confianza al 95%), CC (cabeza y cuello).  
 
 





Figura 88: CEC asociado a metástasis ganglionares: (a) CEC pobremente diferenciado en punta nasal 
(localización de alto riesgo). (b) Fue tratado mediante amputación quirúrgica en bloque y posterior 
cirugía de Mohs en zona superior (rectángulo blanco). A los 9 meses la  paciente desarrolló metástasis 
ganglionares que requirieron vaciamiento bilateral de cuello . 
 
2.4.4 Predicción de la progresión del estadio de la clasificación TNM durante 
el seguimiento  
 
Después evaluamos la independencia de las variables clínico-patológicas analizadas 
para predecir la progresión del estadio TNM durante la evolución tumoral. Para ello, se 
construyó un modelo multivariante de regresión logística con la progresión del estadio del 
TNM como variable respuesta. Como variables predictoras, de nuevo, se utilizaron aquellas 
variables clínico-patológicas que demostraron relación con la evolución del TNM en el estudio 
univariante. Así, se incluyeron en el modelo: el espesor del tumor primario, el tamaño, el 
patrón de crecimiento, la desmoplasia, la infiltración perineural, el grado de diferenciación, la 
localización, el sexo, la inmunosupresión, la ulceración y la recidiva local. Las variables que 
pronosticaron la progresión del TNM durante el seguimiento en el análisis multivariane fueron 
el grado de diferenciación pobre (P = 0,008), la localización de alto riesgo (P =  0,009) y la 
recidiva local (P = 0,030) (Tabla 34). La probabilidad de desarrollar progresión del TNM (según 
la clasificación oficial de la AJCC) durante el seguimiento según el modelo, se define por la 
ecuación                                                        , 
donde PG.TNM  representa la progresión del TNM durante el seguimiento, RECLOC indica el 
desarrollo de recidiva local del tumor primario, GPD representa el pobre grado de 
diferenciación del tumor y LOC la localización en una de las áreas de alto riesgo que hemos 
considerado en este trabajo. La especificidad del modelo fue del 100% y su eficacia global del 
mismo del 88,8%,  R de Nagelkerke = 0,455.  
 



















18,85 2,05-173,49 0,009 
 
Tabla 34: Variables clínico-patológicas que, de una manera independiente, definieron el riesgo de 
progresión del TNM durante el seguimiento en el CEC. Nótese que los intervalos de confianza fueron 
amplios, especialmente el de la localización GPD (grado pobre de diferenciación). OR (odds ratio), I.C. 
(intervalo de confianza al 95%).  
 
2.4.5 Evaluación de la influencia de los infiltrados inflamatorios sobre el 
pronóstico en el CEC 
 
La implicación de los infiltrados inflamatorios en el pronóstico del CEC ha sido poco 
estudiada (Arwert et al., 2010; Azzimonti et al., 2014). En este trabajo, hemos observado la 
relación entre la intensidad de los infiltrados inflamatorios con varios parámetros clínico-
patológicos y evolutivos de la enfermedad. Con el objetivo de evaluar cuál de esas variables se 
asoció de forma independiente o por consecuencia de la co-variación, se construyeron 
modelos de regresión logística. La presencia de eventos de mala evolución clínica fueron las 
variables respuesta y como variables predictoras, dentro de las variables clínico-patológicas 
previamente asociadas, se incluyó la intensidad de los infiltrados inflamatorios.  
 
a.  Evaluación de los infiltrados inflamatorios como variables predictoras de 
eventos de mala evolución clínica considerados de forma global    
 
Construimos un modelo de regresión logística empleando como variables predictoras 
el patrón de crecimiento, la infiltración perineural, el grado de diferenciación, el espesor, el 
tamaño, la localización y los infiltrados inflamatorios. Como variable respuesta se eligió el 
desarrollo de eventos de mala evolución clínica considerados de forma global.  




Las variables que demostraron ser factores de riesgo independientes del desarrollo de 
eventos de mala evolución clínica fueron la infiltración perineural y el infiltratado inflamatorio 
intratumoral intenso. Los OR e IC así como los valores de P figuran en la Tabla 35. La 
probabilidad de desarrollar algún evento de mala evolución durante el seguimiento teniendo 
en cuenta (además del resto de las variables clínico-patológicas) los infiltrados inflamatorios, 
queda definida por la ecuación  
                                                  , donde EVEN 
representa el desarrollo de cualquier evento de mala evolución clínica durante el seguimiento, 
IPN representa a IPN, LOC representa la localización de alto riesgo e IIIT indica un infiltrado 
inflamatorio intratumoral intenso. El modelo tuvo una especificidad del 90,9%y una eficacia 


















9,224 1,648-51,633 0,011 
 
Tabla 35: Variables que predijeron el desarrollo de eventos de mala evolución clínica considerados de 
forma global en el CEC cuando incluimos los infiltrados inflamatorios dentro de las variables 
predictoras. IIIT indica infiltrado inflamatorio intratumoral intenso. OR (odds ratio), I.C. (intervalo de 
confianza al 95%).  
 
b.  Participación de los infiltrados inflamatorios como variable de predicción del 
desarrollo de metástasis ganglionares en el CEC    
 
Construimos un modelo de regresión logística para evaluar la influencia de los 
infiltrados inflamatorios, junto con el resto de las variables clínico-patológicas relevantes, para 
predecir el riesgo de desarrollar metástasis ganglionares. Las variables incluidas en el modelo 
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fueron: recidiva local, patrón de crecimiento, infiltración perineural, grado de diferenciación, 
espesor, tamaño tumoral y localización.  
 
Las variables que demostraron de manera independiente relevancia para predecir 
metástasis ganglionares fueron la recidiva local, el grado de diferenciación pobre y el infiltrado 
inflamatorio intratumoral intenso. En la Tabla 36 figuran las características de los OR, 
intervalos de confianza y valores de P. La probabilidad de desarrollar progresión ganglionar 
durante el seguimiento, queda definida por la ecuación 
                                                   , en la que N+ 
representa la progresión ganglionar, GPD el grado pobre de diferenciación, RECLOC, la 
presencia de recidiva local e IIIT el infiltrado inflamatorio intratumoral intenso. El modelo tuvo 
una especificidad el 95,3% pero poco sensible (38,5%), con una eficacia global del 87,8%, con 


















7,037 1,302-38,043 0,023 
 
Tabla 36: Variables clínico-patológicas que definieron de manera independient e el riesgo de 
desarrollar metástasis ganglionares cuando se incluyeron los infiltrados inflamatorios dentro de las 
variables predictoras. IIIT (infiltrado inflamatorio intratumoral). Nótese, que la recidiva local (marcada 
en gris) incluye al número 1 dentro de su intervalo de confianza y, por lo tanto, no debe considerarse. 
GPD (grado de diferenciación pobre del tumor). OR (odds ratio), I.C. ( intervalo de confianza al 95%).  
c. Evaluación de los infiltrados inflamatorios intratumorales como variables de 
predicción de la progresión del estadio TNM durante el seguimiento del CEC   
 
Para evaluar el valor de los infiltrados inflamatorios dentro de un modelo multivariante 
para predecir la progresión “del TNM” en el CEC, se evaluaron éstos junto con otras variables 
clínico-patológicas en un modelo de regresión logística. Así, se utilizaron como variables 
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predictoras la recidiva local, el patrón de crecimiento, la infiltración perineural, el grado de 
diferenciación, el espesor, la localización, el tamaño y la intensidad de los infiltrados 
inflamatorios intra- y peritumorales; y, como variable de respuesta, la progresión del TNM 
durante el seguimiento.  
 
Las variables que demostraron predecir de manera independiente la progresión “del 
TNM” durante el seguimiento fueron la recidiva local (P = 0,015 y OR = 6,587), el grado de 
diferenciación (P = 0,006 y OR = 6,787) y el infiltrado inflamatorio intratumoral intenso (P = 
0,037 y OR = 6,303). Se presentan los OR y los intervalos de confianza en la Tabla 37. El modelo 
queda definido por la ecuación  
                                                        , en la que 
PG.TNM indica la progresión del TNM (de acuerdo con la clasificación oficial de la AJCC) 
durante el seguimiento, RECLOC representa el desarrollo de recidiva local del tumor primario, 
GPD el grado de diferenciación pobre del tumor e IIIT el infiltrado inflamatorio intratumoral 
intenso. El modelo tuvo una especificidad del 96,4% y una sensibilidad del 42,9%, con una 


















6,303 1,122-35,395 0,037 
 
Tabla 37: Variables que explicaron de manera independiente la progresión del TNM cuando se 
incluyeron los infiltrados inflamatorios dentro de las variables predictoras. IIIT (infiltrado inflamatorio  
intratumoral, GPD (grado pobre de diferenciación). OR (odds ratio), I.C. (intervalo de confianza al 95%).  
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2.4.6 Evaluación de la capacidad de predicción de eventos de mala evolución 
clínica por diferentes métodos de estadiaje 
 
Como hemos indicado en la introducción, existen al menos tres sistemas de 
clasificación, por estadios de progresión, que se han mostrado eficaces para predecir tanto 
metástasis como recidiva local y eventos de mala evolución clínica considerados de forma 
global, en el CEC. Aunque en nuestro estudio, el análisis univariante mostró resultados 
estadísticamente significativos, y con ello su utilidad, para los tres sistemas, nos interesó 
evaluar cuál de ellos sería el mejor, según nuestros datos, para predecir los eventos de mala 
evolución clínica. Así, comparamos la capacidad de predecir eventos de mala evol ución clínica 
entre los 3 sistemas de estadiaje mediante análisis multivariante, en el que se consideraron 
como variables predictoras el desarrollo de eventos de mala evolución clínica considerados 
todos en su conjunto, la recidiva local y el desarrollo de metástasis ganglionares.  
 
Para ello, convertimos las variables en dicotómicas; así, utilizamos el estadio T2b 
frente a T2a y T1 en las variables de clasificación del estadiaje alternativo; empleamos T2 y T1 
como categorías dentro del TNM de la AJCC; y un espesor mayor de 6 mm y menor de 6 mm 
en la clasificación basada en el espesor. De forma resumida, aplicando el método de Wald, 
comprobamos que el estadiaje alternativo de la BWH fue el mejor para predecir eventos de 
mala evolución clínica considerados de forma global y la recidiva local; mientras que el 
estadiaje basado en el espesor fue superior para predecir el desarrollo de metástasis, a partir 
de los datos de nuestra serie. Presentamos a continuación estos resultados con detalle. 
 
a. Predicción de eventos de mala evolución clínica considerados de forma global 
según la AJCC, el BWH y el espesor con arreglo al trabajo de Brantsch et al.  
 
En este estudio, el único intervalo de confianza que no incluyó al 1 fue el del estadiaje 
alternativo del Brigham and Women’s Hospital que, por lo tanto, fue superior para predecir el 
riesgo de eventos de mala evolución clínica considerados globalmente, a partir de nuestra 
cohorte (Tabla 38). La capacidad predictiva del modelo se resume en la ecuación  
                                             . En  ella, EVEN 
representa la el desarrollo cualquier evento de mala evolución clínica durante el seguimiento, 
T-BWH se refiere al estadio T2b, según la clasificación alternativa del estadio T del tumor con 
arreglo al trabajo desarrollado en el Brigham and Women’s Hospital y ESPES* representa el 
espesor tumoral mayor o menor de 6 mm. El modelo tiene una especificidad de  89,3 y una 
eficacia global de 80,2, con una R de Nagelkerke de 0,298. 
 
 














6,034 1,968-18,502 0,002 
 
Tabla 38: Sistema de estadiaje que mejor  explicó el desarrollo de eventos de mala evolución clínica 
considerados de forma global durante el seguimiento. T-BWH (estadio T según la clasificación del 
Brigham and Women’s Hospital). OR (odds ratio), I.C. (intervalo de confianza al 95%).  
 
b. Predicción de la recidiva local según la AJCC, el BWH y el espesor con arreglo al 
trabajo de Brantsch et al.  
 
El estadiaje alternativo del Brigham and Women’s Hospital fue el que mejor predijo la 
recurrencia del tumor primario en el CEC a partir del análisis multivariante construido con 
nuestra cohorte (Tabla 39). La capacidad predictiva del modelo se resume en la ecuación  
                                   , en la que RECLOC representa el 
desarrollo de recidiva local durante el seguimiento y T-BWH se refiere al estadio T2b según la 
clasificación alternativa del estadio T del tumor con arreglo al trabajo desarrollado en el 
Brigham and Women’s Hospital. El modelo tiene una especificidad del 100 % y una eficacia 










9,200 2,448-34,569 0,001 
 
Tabla 39: Sistema de estadiaje que mejor definió el riesgo de recidiva local durante el seguimiento. T-
BWH (estadio T según la clasificación del Brigham and Women’s Hospital).  OR (odds ratio), I.C. 
(intervalo de confianza al 95%).  
 




c. Predicción de las metástasis ganglionares según la AJCC, el BWH y el espesor 
con arreglo al trabajo de Brantsch et al.  
 
El espesor fue el mejor predictor de la progresión ganglionar según nuestro modelo en 
el análisis multivariante (P = 0,021), aunque el intervalo de confianza fue muy amplio (Tabla 
40). La predictibilidad del modelo queda definido por la ecuación        
                        , donde N+ representa el desarrollo de metástasis 
ganglionares durante el seguimiento y ESPES* el espesor del tumor mayor de 6 mm (estadio T3 
con arreglo al trabajo de Brantch). La especificidad del modelo es del 100 % y la eficacia global 









11,714 1,456-94,226 0,021 
 
 
Tabla 40: Sistema de estadiaje que mejor explicó el desarrollo de metástasis ganglionares en el CEC. 
ESPES* espesor del tumor mayor de 6 mm (estadio T3 según el trabajo de Brantsch). OR (odds ratio), 
I.C. (intervalo de confianza al 95%).  
 
d. Predicción de la progresión del estadio TNM según la AJCC, el BWH y el espesor 
con arreglo al trabajo de Brantsch et al.  
 
Las dos variables seleccionadas por el modelo fueron la clasificación TNM de la AJCC y 
el espesor codificado con arreglo al trabajo de Bratsch et al. (Tabla 41). Aunque en los dos 
casos el intervalo de confianza contiene al 1, la variable que presentó un IC más estrecho y, por 
lo tanto, una mejor capacidad de predicción de la progresión del estadio tumoral durante el 
seguimiento, fue el espesor del tumor. Por tanto, ésta fue la variable que mejor predijo en 
nuestro estudio no sólo la progresión del estadio tumoral, sino también la progresión 
ganglionar durante el seguimiento. No obstante, únicamente hubo una tendencia sin 
verdadera significación estadística, lo que puede deberse bien al reducido tamaño de la 
muestra o bien a la escasa capacidad predictiva de los modelos de estadiaje. Hay que tener en 
cuenta que aunque el modelo de Wald seleccionó ambas variables, su IC incluye al valor de  1, 
por eso el valor de P es mayor de 0,05 y por lo tanto los resultados deben ser tomados con 
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precaución. Siendo puristas, en realidad no tenemos la capacidad de asegurar que un modelo 
es mejor que el otro para predecir progresión del TNM durante el seguimiento. La probabilidad 
de progresión del TNM durante el seguimiento queda definida por la fórmula 
                                               , en la que PG.TNM 
representa la progresión del TNM durante el seguimiento, ESPES* representa el espesor mayor 
de 6 mm en base a la clasificación desarrollada por Brantsch et al y T-AJCC representa el 
estadio tumoral al diagnóstico según la AJCC. La especificidad del modelo es del 100% y la 
































Tabla 41: Sist emas de estadiaje que mejor definieron la progresión del estadio TNM durante el 
seguimiento de los pacientes con CEC. ESPESOR* es el espesor del tumor codificado como menos y más 
de 6 mm. OR (odds ratio), I.C. (intervalo de confianza al 95%).  
2.5 Evaluación de las variables temporales de la enfermedad a partir de 
variables clínico-patológicas 
 
Para evaluar la influencia de las variables clínico-patológicas en el tiempo hasta el 
desarrollo de distintos eventos mala evolución clínica, se construyeron curvas de supervivencia 
de Kaplan-Meier.  
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2.5.1 Variables clínico-patológicas relacionadas con el tiempo hasta el 




La inmunosupresión se relacionó con el tiempo hasta el desarrollo de cualquier evento 
de mala evolución clínica en nuestra serie de CECs, ya fueran recidiva local, metástasis 
ganglionares, metástasis viscerales o muerte por el tumor. Así, el promedio de tiempo hasta el 
desarrollo de algún evento de mala evolución fue de 3,67 meses en el grupo de pacientes 
inmunodeprimidos, y de 10,7 meses, en el grupo de pacientes no inmunodeprimidos. Las 
diferencias fueron estadísticamente significativas, incluso a pesar del escaso número de 





Figura 89: Asociación de la Inmunosupresión con el tiempo hasta el desarrollo de un evento de mala 
evolución clínica (P = 0,048; test log-rank de Mantel-Cox). 
 
b. Velocidad de crecimiento 
 
La velocidad de crecimiento superior a 5 mm al mes se asoció significativamente con 
un acortamiento del intervalo libre de enfermedad y con una menor latencia hasta el 
desarrollo de cualquier evento de mala evolución clínica durante el seguimiento (P = 0,005) 









Figura 90: Curva de Kaplan-Meier que muestra las diferencias en el int ervalo libre de enfermedad 
(tiempo hasta el desarrollo de cualquier evento) en función de la velocidad de crecimiento.  
 
2.5.2 Variables clínico-patológicas relacionadas con el tiempo hasta la 
detección de afectación ganglionar  
 
a. Infiltrado inflamatorio intratumoral  
 
La intensidad del infiltrado inflamatorio intratumoral se relacionó con el tiempo de 
latencia hasta el desarrollo de metástasis ganglionares. El promedio de tiempo hasta el 
desarrollo del evento fue de 4,75 meses en el grupo de pacientes con tumores con un 
infiltrado inflamatorio intratumoral intenso, de 11,66 meses en el grupo con infiltrado 
inflamatorio intratumoral escaso o moderado y de 22,67 meses en el grupo sin infiltrado 
inflamatorio intratumoral (P = 0,039; log-rank test de Mantel-Cox) (Figura 91). Por tanto, el 
infiltrado inflamatorio intratumoral intenso se asoció a un tiempo de recaída corto y a un 
tiempo hasta la detección de metástasis ganglionares también corto. Cuando categorizamos la 
variable en dicotómica: no intenso (nulo-escaso-moderado) frente a intenso; y comparamos la 
latencia hasta el desarrollo de metástasis ganglionares, vimos que la mediana de tiempo hasta 
el desarrollo de metástasis ganglionares en el grupo con infiltrado inflamatorio intratumoral 
intenso fue menor de 5 meses, mientras que en el grupo con infiltrado inflamatorio 
intratumoral no intenso fue mayor de 10 meses (P = 0,018) (Figura 91). Es, no obstante, difícil 
sacar conclusiones fiables a partir de estos tamaños muestrales pequeños, lo que haría 
deseable poder validar estos resultados con una muestra de pacientes más amplia.  








Figura 91: Asociación entre el infiltrado inflamatorio intratumoral y el tiempo hasta la afectación 
ganglionar (meses). (a) –izquierda- Para tres grados diferentes de infiltrado inflamatorio intratumoral (P  
= 0,039; log-rank test de Mantel-Cox); (b) –derecha- Para infiltrado inflamatorio intenso versus no 
intenso  (P = 0,018; log-rank test de Mantel-Cox). 
 
b. Velocidad de crecimiento  
 
Evaluamos las diferencias en el intervalo libre de enfermedad en función de la 
velocidad de crecimiento mediante curvas de supervivencia de Kaplan-Meier. La velocidad de 
crecimiento tumoral se asoció a un acortamiento de la latencia hasta la progresión ganglionar 
(P = 0,004). Así, los tumores con menos de 5 mm/mes de velocidad de crecimiento tuvieron 
una latencia hasta las metástasis ganglionares significativamente más larga que aquellos con 
más de 5 mm/mes. Sin embargo, el número pequeño de pacientes muertos por CEC en nuestra 












Figura 92: Curva de Kaplan-Meier que muestra las diferencias en la latencia hasta el desarrollo de 
metástasis ganglionares en función de la velocidad de crecimiento.  
 
2.6 Resumen de las asociaciones más relevantes entre las variables 
clínico-patológicas y el tiempo hasta el desarrollo de eventos 
 
Durante el apartado anterior hemos evaluado las variables clínico-patológicas 
relacionadas con un acortamiento de la latencia hasta el desarrollo de eventos de mala 
evolución considerados de manera global y hasta el desarrollo de progresión ganglionar. A 
continuación, a modo de resumen figuran las asociaciones estadísticamente más relevantes, 
que serían empleadas, junto con otras variables clínico-patológicas, para elaborar un modelo 










INMUNOS LAT RECLOC 0,044 
IIIT LAT EVEN 0,008 
INMUNOS LAT EVEN 0,047 
IIIT LAT N+ 0,039 
V.CTO LAT N+ 0,029 
Tabla 42: Resumen de resultados estadísticamente significativos de variables relacionadas con el 
tiempo de latencia hasta un evento de mala evolución clínica. INMUNOS (inmunosupresión), IIIT 
(infiltrado inflamatorio intratumoral), V.CTO (velocidad de crecimiento), LAT (latencia, tiempo hasta el 
desarrollo del evento), RECLOC (recidiva local), EVEN (eventos de mala evolución clínica considerados 
globalmente), N+ (desarrollo de metástasis ganglionares durante el seguimiento).  




2.7 Evaluación de la influencia de variables clínico-patológicas sobre la 
latencia hasta el desarrollo de eventos de mala evolución clínica 
 
Finalmente, realizamos un análisis multivariante de regresión de Cox para identificar la 
independencia de las variables implicadas en el intervalo libre de enfermedad y en el tiempo 
hasta la progresión ganglionar. Realizamos la regresión de Cox considerando como variables 
predictoras la velocidad de crecimiento y otras características clínicas e histopatológicas 
(estado inmunitario, tamaño del tumor, espesor tumoral, localización, grado de diferenciación, 
desmoplasia, patrón de crecimiento e infiltración perineural). La velocidad de crecimiento fue 
la única variable capaz de predecir el intervalo libre de enfermedad (P = 0,013) y de latencia 



















V.CTO 9,843 1,186-81,681 0,033 
 
Tabla 43: Variables asociadas de manera independient e a la reducción del tiempo hasta la progresión 
ganglionar (regresión de Cox) . ILE (intervalo libre de enfermedad, tiempo hasta el desarrollo de 
cualquier evento de mala evolución clínica durante el seguimiento), N + (desarrollo de metástasis 
ganglionares durante el seguimiento), V.CTO (velocidad de crecimiento).  
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3 RELACIÓN ENTRE VARIABLES CLÍNICO-PATOLÓGICAS DEL CEC Y 
DIFERENTES MARCADORES MOLECULARES RELACIONADOS CON 
LA DIFERENCIACIÓN CUTÁNEA Y/O CON LA ONCOGÉNESIS 
 
En nuestra serie, se evaluaron además de las características clínico-patológicas de los tumores, 
la expresión diferencial de distintos marcadores moleculares que se han implicado en la 
carcinogénesis del CEC. En primer lugar, analizamos las relaciones entre las diferentes 
variables moleculares y a continuación evaluamos la relación de dichas variables con las 
características clínico-patológicas de los tumores. 
 
3.1 Relación entre diferentes marcadores moleculares en el CEC 
 
A continuación se muestran los resultados de las asociaciones observadas entre la expresión 
de las distintas proteínas analizadas en nuestra cohorte de tumores.  
 
3.1.1 La expresión de E-CADHERINA se relacionó con la expresión de 
VIMENTINA, P63, CD44 y CXCR4  
La expresión media de E-CADHERINA fue más frecuente en los tumores que no 
expresaron VIMENTINA (P = 0,002), en aquéllos que no expresaron P63 (P = 0,006), en los que 
no expresaron CD44 (P = 0,012) y en aquellos tumores que no expresaron CXCR4 (P = 0,011). 
Más detalles de estos resultados se recogen en la Tabla 44. Algunas asociaciones relevantes 
entre la E-CADHERINA y otras proteínas analizadas se recogen en la Figura 93.  
 
 
                                   E-CADHERINA 
 
  
Expresión No expresión P 
VIMENTINA 
Expresión  3 6 
0,005 
No expresión 67 16 
P63 
Expresión  48 17 
0,003 
No expresión 23 0 
CD44 
Expresión 43 7 
0,012 
No expresión 28 16 
CXCR4 
Intenso 17 3 
0,036 
No intenso 66 1 
Tabla 44: Relaciones entre la expresión de E-CADHERINA y otros marcadores moleculares en el CEC.  






Figura 93: Asociaciones entre la expresión de E-CADHERINA y otras proteínas estudiadas en nuestra 
cohorte de CEC. (a) VIMENTINA, (b) P63, (c) CD44, (d) CXCR4. 
 
3.1.2 La expresión de VIMENTINA se relacionó con la expresión de E-
CADHERINA, P63 y CXCR4 
 
La VIMENTINA es un filamento intermedio presente en el citoesqueleto de las células 
mesenquimales. La expresión media de VIMENTINA fue más frecuente en los tumores que no 
expresaron E-CADHERINA (P = 0,002)-, como hemos indicado más arriba, también en los 
tumores que expresaron intensamente CXCR4 (P = 0,00001) y en los tumores que expresaron 
P63 (P = 0,038) (Tabla 45). En la Figura 94 se representan gráficos de barras relevantes de la 













Expresión No expresión P 
E-CADHERINA 
Expresión 3 67 
0,005 
No expresión 6 16 
P63 
Expresión 21 48 
0,038 
No expresión 1 16 
CXCR4  
Intenso 6 14 
0,001 
No intenso 3 63 
 
Tabla 45: Relaciones entre la expresión de VIMENTINA y la de otros marcadores en el CEC.  
 
 
Figura 94: Representación gráfica de algunas asociaciones entre la expresión de VIMENTINA y otras 
proteínas. (a) E-CADHERINA, (b) P63, (c) CXCR4.  
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3.1.3  La expresión de P63 se relacionó con la expresión de E-CADHERINA, 
VIMENTINA y KI-67  
 
 
P63 es un factor de transcripción relacionado, entre otros fenómenos, con la 
diferenciación epitelial y es marcador en la piel de fenotipo de célula stem. Los marcadores 
con cuya expresión se relacionó P63 en nuestro estudio figuran detalladamente en la Tabla 46. 
Brevemente, la expresión de P63 fue más frecuente en los tumores que no expresaron E-
CADHERINA (P = 0,006) y en aquéllos que expresaron VIMENTINA (P = 0,038). Por otra parte, la 
expresión de P63 se relacionó con el índice proliferativo, de modo que  éste último fue más 
elevado en los tumores que expresaron globalmente P63 y más bajo en los que no lo 









Expresión No expresión P 
E-CADHERINA  
Expresión 48 17 0,003 
  No expresión 23 0 
VIMENTINA 
Expresión  21 1 0,038 
  No expresión 48 16 
Ki-67  Me/RI  17 (23,54)  10 (10) 0,015 
 









Figura 95: Algunas asociaciones entre la P63 y otras proteínas estudiadas en este trabajo . La expresión 
de P63 se relacionó con los niveles de: (a) E-CADHERINA, (b) VIMENTINA y (c) KI -67. 
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3.1.4 La expresión de CD44 se relacionó con la expresión de E-CADHERINA, 
AE1 y EGFR 
 
CD44 es una glucoproteína de adhesión marcadora del fenotipo stem en diversos 
epitelios, entre ellos en la piel (Chikamatsu et al., 2010). En nuestro estudio, la expresión de 
CD44 se relacionó con la de una serie de proteínas que figuran detalladamente en la Tabla 47. 
Así, la expresión de CD44 fue más frecuente en los tumores que conservaron la expresión de E-
CADHERINA (P = 0,012); y se asoció a la expresión de AE-1, de manera que cuando AE-1 se 
expresó tendió también a hacerlo CD44 y, análogamente, cuando AE-1 no se expresó tendió a 
no hacerlo CD44 (P = 0,006). Además, la expresión de CD44 fue más frecuente en los tumores 
que expresaron intensamente EGFR (P = 0,043), aunque no se relacionó con la expresión de 





                                                                   CD44 
 
    Expresión No expresión P 
E-CADHERINA 
Expresión 43 28 
0,012 
No expresión 7 16 
EGFR 
Intenso 22 11 
0,043 
No Intenso 28 33 
AE-1 
Expresión 43 25 
0,006 
No expresión 7 16 
 








Figura 96: Asociaciones entre la expresión de CD44 y otras proteínas estudiadas  en nuestra cohorte de 
CEC. La expresión de CD44 se relacionó con los niveles de expresión de (a) E-CADHERINA, (b) EGFR y (c) 
AE-1. 





3.1.5 La expresión de CXCR4 se relacionó con la expresión de E-CADHERINA, 
VIMENTINA y AE-1   
 
La expresión de CXCR4 se relacionó con una serie de marcadores que figuran 
detalladamente en la Tabla 48. La expresión de CXCR4 fue más frecuente en los tumores que 
no expresaron E-CADHERINA (P = 0,011) y en aquéllos que expresaron VIMENTINA (P = 0,001). 
Además, se asoció con la expresión de AE-1 (P = 0,002) y, sin alcanzar la significación 




                                                                                                  CXCR4 
 
  
Intenso No intenso P 
E-CADHERINA 
Expresión 17 66 
0,036 
No expresión 3 1 
VIMENTINA 
Expresión 6 3 
0,001 
No expresión 14 63 
AE-1 
Expresión 19 46 
0,02 
No expresión 1 19 
P63 
Expresión 16 48 
0,075 
No expresión 1 16 
 
Tabla 48: Relación entre los niveles de expresión de CXCR4 y los de otras proteínas.  
 
 
3.1.6 La expresión de EGFR se relacionó con la expresión de CD44, AE1, 
CXCR4 y Ki-67 
a. Evaluación inmunohistoquímica de EGFR 
 
La expresión de EGFR se relacionó con la de una serie de proteínas que se indican de 
manera detallada en la Tabla 49 (ver Figura 97).  Así, la expresión intensa de EGFR en el CEC se 
relacionó con la expresión de CD44 (P = 0,043), con la expresión de AE-1 (P = 0,029) y fue más 
frecuente en los tumores que exhibieron expresión intensa de CXCR4, aunque sin alcanzar la 
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significación estadística (P = 0,059). La expresión intensa de EGFR se relacionó también con el 
índice proliferativo, medido mediante marcaje con anticuerpos frente a Ki-67, y fue más 




                                                                                         EGFR 
 
  
Intenso No intenso P 
CD44 
Expresión 22 28 
0,043 
No expresión 11 33 
CXCR4 
Intenso 11 9 
0,054 
No Intenso 21 46 
AE-1 
Expresión 29 39 
0,029 
No expresión 4 19 
Ki-67 (Me/RI) 22,5 (28,34)  12,91 (17,09) 0,025 
 








Figura 97: Asociaciones entre la expresión de EGFR y la de otras proteínas estudiadas en nuestra 
cohorte de CEC.  La expresión de EGFR se relacionó los niveles de expresión de (a) CD44, (b) AE-1, (c) 
CXCR4 y (d) Ki-67). 
 
b. Relación entre la expresión de EGFR medida por inmunohistoquímica y la 
detección de alteraciones genómicas mediante FISH  
 
Se comparó la expresión media de EGFR y la existencia de aberraciones cromosómicas 
detectadas mediante FISH en nuestra serie de CEC. Se comprobó que la expresión intensa de 
EGFR fue más frecuente en los tumores que presentaron alteraciones cromosómicas 
(amplificaciones y múltiples polisomías), que en los que no presentaron cambios genómicos 
detectables (P =  0,028) (Figuras 98,99). 
 





Figura 98: La intensidad de la expresión de EGFR se relacionó con los hallazgos encontrados por FISH 





Figura 99: Imagen FISH para EGFR en CEC. (a) Tumor sin cambios genómicos, (b) tumor sin cambios  
fenómenos a  mayor detalle, (c) tumor con amplificación de EGFR, (d) tumor con amplificación de EGFR a  
mayor detalle.  
 
 
3.1.7 La expresión de D2-40 se relacionó con la expresión de VIMENTINA y 
CXCR4 
 
La expresión de D2-40 se relacionó con la expresión de otros marcadores que figuran en la 
Tabla 50. Así, la expresión de D2-40 se relacionó con la expresión de VIMENTINA  (P = 0,016) y 
tuvo tendencia a asociarse con la expresión intensa de CXCR4 (P = 0,077), aunque no se 
relacionó con ninguno de los demás marcadores evaluados.  






                                        D2-40 
 
  
Nulo No nulo P 
VIMENTINA 
Expresión 2 7 
0,016 
No expresión 53 30 
CXCR4 
Intenso 17 3 
0,077 
No intenso 65 2 
 
Tabla 50: Relación entre la expresión de D2-40 y otras proteínas en el CEC. 
 
3.1.8 La expresión de AE1 se relacionó con la expresión de CXCR4,  EGFR, E-
CADHERINA, VIMENTINA y CD44 
 
Como hemos indicado previamente, AE1 es un cóctel de anticuerpos frente a 
citoqueratinas (CKs) epidérmicas que, en concreto, marca las CKs ácidas de peso molecular 
bajo (de 10, 14, 15 y 16 KD) y la CK19 de peso molecular intermedio. Dentro de las CKs 
detectadas por AE1, entran CKs que inhiben la proliferación, otras que la incrementan, alguna 
con funciones relacionadas con la carcinogénesis, etc (ver introducción para más detalle ). 
 
En nuestro caso, la detección de CKs por AE-1 fue más frecuente en los tumores con 
expresión intensa de CXCR4 (P = 0,025), lo que se mantuvo al considerar individualmente las 
zonas diferenciada e indiferenciada de los tumores; también fue más intensa en aquellos 
tumores con expresión intensa de EGFR  (P = 0,024), y en los que conservaron la expresión de  
E-CADHERINA (P = 0,007) y CD44 (P = 0,006). 
 
3.1.9  La expresión de KI67 se relacionó con la expresión de VIMENTINA, 
EGFR y P63 
 
El índice proliferativo en el CEC (medido mediante marcaje frente a KI-67) se relacionó 
con la expresión intensa de EGFR (P = 0,025), la de P63 (P = 0,015) y la de VIMENTINA (P =  
0,011); de modo que la proliferación fue más elevada en los tumores con expresión intensa de 
EGFR y en aquéllos que expresaron P63 y VIMENTINA (Figura 100).   
 





Figura 100: Representación de la relación entre los niveles de expresión de KI-67 y la expresión de  
otras proteínas en el CEC: (a) EGFR, (b) P63 y (c) VIMENTINA.  
 
 




3.2 Expresión diferencial de los marcadores moleculares de naturaleza 
proteica analizados en las zonas diferenciada e indiferenciada de los 
tumores 
 
En nuestro estudio, analizamos la expresión media de los diferentes marcadores 
moleculares en nuestra cohorte de CECs, y estudiamos su expresión en las zonas diferenciadas 
e indiferenciadas del tumor. Aunque existieron algunos tumores en los que predominó un 
grado de diferenciación bueno y otros en los que, en cambio, predominó un grado de 
diferenciación pobre (es decir, con más del 75% de las células tumorales con rasgos de buena o 
mala diferenciación, respectivamente), algunos tumores exhibieron una heterogeneidad más 
marcada. En  este grupo de tumores, que clasificamos como moderadamente diferenciados, 
observamos zonas con una celularidad y unos rasgos histopatológicos más o menos 
intermedios entre los encontrados en las zonas más diferenciadas y las pobremente 
diferenciadas. 
 
Evaluamos las diferencias de expresión de los diferentes marcadores estudiados en las 
distintas partes de los tumores, para lo que seleccionamos cilindros de tejido de las diferentes 
zonas, y que fueron incluidos en un tissue array. Estos tumores presentaron, por tanto, una 
zona diferenciada (ZD) y una zona indiferenciada (ZI). 
 
Antes de ello, evaluamos la expresión de las diferentes moléculas teniendo en cuenta no 
sólo el tumor globalmente, sino también las diferentes áreas de los mismos. Así, se comparó la 
expresión de los diferentes marcadores entre las áreas diferenciadas e indiferenciadas de los 
tumores (cuando estos tenían un grado de diferenciación moderado y, por lo tanto, una 
representación destacada de cada una de ellas). Los resultados obtenidos se presentan en la 
Tabla 51. En resumen, se demostraron diferencias significativas para todos los marcadores, 
salvo para el caso de P63 y CD44. Estas dos últimas moléculas están relacionadas con el 
fenotipo de célula stem en el epitelio de la piel (Chikamatsu et al., 2010; Dotto and Glusac, 
2006). El hecho de encontrar diferencias importantes entre los niveles de expresión de las 
distintas proteínas analizadas entre las zonas diferenciadas e indiferenciadas, justificó el haber 
analizado, por un lado, (i) la relación del nivel medio de expresión de esas moléculas con las 
distintas variables clínico-patológicos y moleculares, y, por otro, (ii) la relación entre la 
expresión de esos marcadores, específicamente en las zonas diferenciadas e indiferenciadas de 












   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
  
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
  
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   













   
   
   
   
 





 E-CADHERINA  P 
No expresa Expresa 0,00001 
No expresa 8 1  




 VIMENTINA 0,006 
Nulo No nulo  
Nulo 25 7  
No nulo 0 4  
 
CXCR4  
 CXCR4  0,0001 
No Intenso Intenso  
No intenso 24 2  
Intenso 0 5  
 
EGFR 
 EGFR 0,00001 
 No intenso Intenso  
No intenso 15 1  
Intenso 4 12  
 
P16  
 P16 0,000012 
 No expresa Expresa  
No expresa 25 1  
Expresa 1 7  
 
P53  
 P53 0,002 
 No expresa Expresa  
No expresa 10 7  
Expresa 1 14  
 
D2-40 
 D2-40 0,0000 
 Nulo No nulo  
Nulo 19 4  
No nulo 2 10  
 
AE-1 
 AE-1 0,002 
 No expresa Expresa  
No expresa  8 0  
Expresa 7 15  
 
Tabla 51: Diferencias en la expresión de los diferent es marcadores proteicos entre las zonas 
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3.3 Resumen de las asociaciones observadas entre las proteínas 
analizadas en el CEC 
 
En el apartado anterior de los resultados hemos evaluado las distintas asociaciones entre 
las proteínas analizadas en este trabajo. A modo de resumen, en la Tabla 52 se representan las 
más importantes y en la imagen de Cytoscape (Figura 101), se representan gráficamente las 
relaciones entre las distintas variables moleculares analizadas en dicho apartado. En el 
siguiente apartado, evaluaremos las asociaciones entre las diferentes proteínas aquí analizadas 
y las variables clínico-patológicas estudiadas.  
 
VAR1 VAR2 P 
AE-1 CD44 0,006 
AE-1 E-CADHERINA 0,007 
AE-1 CXCR4 0,02 
D2-40 VIMENTINA 0,016 
D2-40 CXCR4 0,077 
E-CADHERINA P63 0,003 
E-CADHERINA VIMENTINA 0,005 
E-CADHERINA CD44 0,012 
E-CADHERINA CXCR4 0,036 
EGFR Ki-67 0,025 
EGFR AE-1 0,029 
EGFR CD44 0,043 
EGFR CXCR4 0,054 
P63 Ki-67 0,015 
P63 CXCR4 0,075 
VIMENTINA CXCR4 0,001 
VIMENTINA Ki-67 0,011 
VIMENTINA P63 0,038 
 
Tabla 52: Resumen de resultados estadísticamente significativos (rojo) y de asociaciones sólo con 
tendencia estadística (azul) en las comparaciones de la expresión de diferentes proteínas en nuestra 
serie de CEC. VAR1 (variable 1), VAR2 (variable 2), AE-1 (expresión de AE-1), CD44 (expresión de CD44), 
CXCR4 (expresión intensa de CXCR4), D2-40 (expresión de D2-40), E-CADHERINA (expresión de E-
CADHERINA), EGFR (expresión intensa de EGFR), Ki-67 (alto índice proliferativo), P63 (expresión intensa 










Figura 101: Red que muestra las asociaciones entre la expresión de las proteínas evaluadas : Imagen 
obtenida mediante Cytoscape®. Cada nodo muestra una variable clínico-patológica, cada línea indica la 
asociación entre las variables, cuyo grosor es inversamente proporcional al valor de P. El color azul 
celeste representa las proteínas. El color rojo de las líneas indica una asociación negativa, el color verde 
de las líneas indica una asociación positiva, el color azul oscuro indica distintos sistemas de estadiaje en 
el CEC. P63 (expresión intensa de P63), CD44 (expresión de CD44), CXCR4 (expresión intensa de CXCR4), 
E-CADHERINA (expresión de E-CADHERINA), AE-1 (expresión de AE-1), VIMENTINA (expresión de 
VIMENTINA), EGFR (expresión intensa de EGFR), D2-40 (expresión de D2-40), Ki-67 (alto índice 
proliferativo).  
 
3.4 Marcadores proteicos cuya expresión se relacionó con variables 
clínico-patológicos del CEC 
 
La expresión de los marcadores proteicos estudiados y su relación con las variables clínico-
patológicas del CEC figuran detalladamente en la Tabla 53 (ver también Figuras 102-103). En 
concreto, y con respecto al grado de diferenciación, E-CADHERINA se expresó más 
frecuentemente en tumores bien diferenciados (P = 0,023), mientras que las expresiones de 
VIMENTINA (P = 0,030) y de CXCR4 (P = 0,048) lo hicieron más en los tumores pobremente 
diferenciados. Los parámetros que se asociaron más fuertemente con el grado de 
diferenciación pobre fueron la expresión de P63 (P = 0,00001) y el patrón aberrante de 
expresión de EGFR (P = 0,012).  
 




En cuanto al patrón de crecimiento, la expresión de CD44 tendió a ser más frecuente en 
los tumores con patrón de crecimiento expansivo (P = 0,061); y el patrón aberrante de 
expresión de EGFR lo fue en la zona indiferenciada de los tumores con patrón de crecimiento 
infiltrativo (P = 0,025).  
 
La expresión de D2-40 fue más frecuente en los tumores que presentaron un estroma 
desmoplásico (P = 0,035) y en aquéllos que exhibieron ulceración en el epitelio (P = 0,035). La 
infiltración perineural se relacionó intensamente con la expresión de E-CADHERINA en las 
zonas indiferenciadas (P = 0,000005), pero no en las zonas diferenciadas, ni globalmente; así 
como con la expresión CD44 también en la zonas indiferenciadas (P = 0,059) y con la expresión 
global de CXCR4 (P = 0,017). Fue también más frecuente en los tumores que exhibieron una 
expresión intensa de EGFR en la zona diferenciada (P = 0,006).  
 
La infiltración linfovascular fue más frecuente en los tumores que expresaron VIMENTINA 
(P = 0,001) y en los que expresaron CXCR4 (P = 0,006). El índice proliferativo tumoral, 
determinado por marcaje frente a KI-67, se asoció con el infiltrado inflamatorio peritumoral.  
 
El marcaje frente a KI-67 se relacionó con la velocidad de crecimiento de los tumores (P = 
0,031), de manera que fue mayor en los tumores de crecimiento más rápido (> 5 mm / mes) y 
más baja en los de crecimiento lento (< 5 mm / mes). Estos resultados fueron coherentes con 
el hecho de que los tumores que crecieron más rápidamente tuvieron un índice proliferativo 





















                                                               Grado de diferenciación 
  
Bueno Moderado Pobre 
 
E-CADHERINA 
Expresión 27 30 14 
0,023 
No expresión 2 16 5 
VIMENTINA 
Expresión (>10%) 3 12 8 
0,03 
No expresión 26 34 10 
P63 
Expresión 14 40 18 
0,00001 
No expresión 13 5 1 
CXCR4 
Intenso 4 * 7 
0,048 
No intenso 25 * 11 
Patrón aberrante de 
EGFR 
Sí 9 31 10 
0,012 
No 20 16 9 
                                                                                                           Patrón de crecimiento 
  
Expansivo Infiltrativo Mixto 
 
CD44 
Expresión 18 10 22 
0,061 
No expresión 7 9 29 
Patrón aberrante de 
EGFR ZI 
Sí 5 4 24 0,025 
No 20 27 15 
 





Sí 12 26 
0,035 
No 7 49 





Nulo 26 23 
0,003 
No nulo 25 3 





Expresión 20 12 
0,000005 
No expresión 1 24 
CD44 ZI 
Expresión 13 11 
0,059 
No expresión 9 22 
CXCR4 
Intenso 9 11 
0,017 
No intenso 12 55 
EGFR ZD 
Intenso 9 17 
0,006 
No intenso 3 42 





Expresión 3 6 
0,001 
No expresión 3 76 
CXCR4 
Intenso 4 14 
0,006 
No intenso 2 62 
 
Tabla 53: Relación entre las proteínas analizadas y las variables clínico-patológicas en el CEC. 









Figura 102: Marcadores proteicos relacionados con el grado de diferenciación.  El grado pobre de 
diferenciación tumoral se relacionó con (a) la ausencia de expresión de E-CADHERINA (b) y la presencia  
de VIMENTINA, así como con la expresión (c) de P63 y (d) CXCR4 y (e) con el patrón aberrante de 
expresión de EGFR. 
 







Figura 103 : Marcadores proteicos relacionados con la presencia de infiltración perineural y 
linfovascular .   La infiltración linfovascular fue más frecuente cuando se expr esó (a) CXCR4, (b) 
VIMENTINA y (d) D2-40; (c) la desmoplasia fue más frecuente cuando se expresó D2-40, (e) que también 
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3.5 Marcadores proteicos cuya expresión se relacionó con el desarrollo 
de eventos de mala evolución clínica 
 
Las proteínas cuya expresión se relacionó con el desarrollo de eventos de mala evolución 
clínica en el CEC figuran en la Tabla 54. Aunque sin alcanzar la significación estadística, los 
eventos de mala evolución clínica fueron más frecuentes en los tumores que expresaron 
VIMENTINA (P = 0,078) y en aquéllos que expresaron D2-40 (P = 0,076). Por otra parte, la 
recidiva local se asoció también a la expresión de VIMENTINA (P = 0,07) y D2-40 (P = 0,06), 
aunque manteniendo, como se ve, únicamente una tendencia estadística. La progresión 
ganglionar se relacionó con la expresión intensa de EGFR (P = 0,01), de manera que fue más 
frecuente cuando el tumor primario expresó intensamente este marcador. Además, el 
desarrollo de metástasis ganglionares se asoció a la expresión de P16 en la zona diferenciada 
(P = 0,014), a la expresión global de AE-1 (P = 0,018) y tendió a relacionarse con la expresión de 
CD44 en la zona indiferenciada (P = 0,064).  
 
En cuanto a la progresión del estadio TNM durante el seguimiento, ésta se asoció a la 
expresión intensa de EGFR en el tumor primario (P =0,03) y a presencia de P16 en la zona 
diferenciada del tumor (P = 0,039). La asociación estadísticamente significativa entre la 
expresión intensa de EGFR con la progresión ganglionar y la progresión del TNM durante el 
seguimiento, se mantuvo al evaluar la expresión de EGFR en la zona diferenciada e 
indiferenciada de los tumores. Así, los valores de la significación entre la expresión intensa de 
EGFR y la progresión ganglionar fue, en las zonas diferenciadas de P = 0,012 y para las 
indiferenciadas de P = 0,023; y para la progresión del TNM fue, en las zonas diferenciadas de P 
= 0,013 y en las indiferenciadas de P = 0,034.   
 
A pesar de la escasez de pacientes que desarrollaron metástasis en órganos y causaron 
exitus por CEC en nuestro estudio, y dada la falta de consistencia que a este respecto tendría la 
aplicación de tests estadísticos, diremos que todos los tumores primari os que desarrollaron 
metástasis viscerales expresaron VIMENTINA y ninguno de ellos E-CADHERINA. Además, todos 
expresaron CXCR4, frente a un 20% de los tumores que no metastatizaron a órganos. 
Asimismo, tres cuartas partes de los tumores que resultaron en la muerte del paciente 
expresaron VIMENTINA y CXCR4, frente a proporciones mucho más bajas, del 6,7% y 20,5% de 


















Expresa 4 5 
0,078  
No expresa 16 68 
 
D2-40 
No nulo 12 26 
0,076  









Intenso 9 24 
0,013 
0,03 
No intenso 5 56 
 
P16 en ZD 
Expresa 3 8 
0,012 
0,039 









Intenso 9 24 
0,005 0,01 
No intenso 4 57 
P16 en ZD 
Expresa 3 8 
0,014 0,042 
No expresa 3 58 
CD44 en ZI  
Expresa 8 15 
0,064  
No expresa 4 26 
 
AE-1 
Expresa 13 53 
0,021 0,018 








Expresa 3 6 
0,036 0,07 
No expresa 8 76 
D2-40 
No nulo 8 30 
0,047 0,06 
Nulo 4 52 
Tabla 54: Relación entre las proteínas evaluadas en el estudio y las variables evolutivas en el CEC.  
ZI, zona indiferenciada; ZD, zona diferenciada.  
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3.6 Resumen de las asociaciones entre la expresión de  marcadores 
moleculares y las características clínico-patológicas de los tumores 
 
A lo largo del apartado anterior hemos evaluado las asociaciones existentes entre los 
parámetros clínico-patológicos, incluyendo los eventos de mala evolución clínica, y la 
expresión de las distintas proteínas estudiadas. En este apartado, a modo de resumen, se 
recogen las asociaciones estadísticamente significativas y otras relevantes,  resultantes del 
análisis univariante (Tabla 55, Figura 104). En los dos siguientes apartados, utilizaremos los 
datos más relevantes del estudio de estas proteínas y las utilizaremos junto con otras variables 
clínico-patológicas para crear modelos que permitan definir el pronóstico del CEC.   
  





VAR1 VAR2 P 
CD44 N+ 0,064 
D2-40 EVEN 0,036 
D2-40 RECLOC 0,078 
EGFR PR.TNM 0,047 
EGFR N+ 0,059 
GBD E-CADHERINA 0,012 
GBD VIMENTINA 0,013 
GBD P63 0,014 
GBD CXCR4 0,017 
GBD P.ab-EGFR 0,023 
GBD CD44 0,025 
IIPT E-CADHERINA 0,001 
ILV CXCR4 0,002 
ILV VIMENTINA 0,003 
IPN CD44 0,005 
IPN CXCR4 0,006 
IPN EGFR 0,012 
P16 PR.TNM 0,048 
P16 N+ 0,061 
PCEXP P.ab-EGFR 0,03 
TI-DX KI-67 0,008 
ULC D2-40 0,012 
VELCREC KI-67 0,0001 
VIMENTINA EVEN 0,031 
VIMENTINA RECLOC 0,076 
 
Tabla 55: Relaciones entre variables clínico-patológicos, evolutivas, y moleculares. VAR1 (variable 1), 
VAR2 (variable 2), AE-1 (expresión de AE-1), CD44 (expresión de CD44), CXCR4 (expresión intensa de 
CXCR4), D2-40 (expresión de D2-40), DESMO (desmoplasia), E-CADHERINA (expresión de E-CADHERINA), 
EGFR (expresión intensa de EGFR), EVEN (eventos globales de mala evolución clínica  durante el 
seguimiento), GBD (grado de diferenciación bueno), IIPT (infiltrado inflamatorio peritumoral intenso), ILV 
(infiltración linfovascular), IPN (infiltración perineural), Ki-67 (índice proliferativo alto), N+ (desarrollo de 
metástasis ganglionares durante el seguimiento), P16, (expresión de P16), P63 (expresión intensa de 
P63), Pab.EGFR (patrón aberrante de expresión de EGFR), PCEXT (patrón de crecimiento expansivo), 
PG.TNM (progresión del TNM durante el seguimiento), RECLOC (recidiva local), ULC (ulceración), V.CTO  








Figura 104: Red que muestra las asociaciones entre variables clínico-patológicas-evolutivas y la 
expresión de las proteínas analizadas : Imagen obtenida mediante Cytoscape®. Cada nodo muestra una 
variable clínico-patológica, cada línea indica la asociación entre las variables, cuyo grosor es 
inversamente proporcional al valor de P. El color gris de los nodos representa variables histopatológicas, 
el color verde representa variables clínicas, el color rojo eventos de mala evolución clínica y el color azul 
celeste las proteínas estudiadas. El color rojo de las líneas indica una asociación negativa y el color verde 
una asociación positiva. EVEN (eventos de mala evolución clínica durante el seguimiento considerados de 
forma global), N+ (desarrollo de metástasis ganglionares durante el seguimiento), RECLOC (recidiva 
local), PG.TNM (progresión del TNM durante el seguimiento), ULC (ulceración), DESMO (desmoplasia), 
GBD (grado de diferenciación bueno), PCEXT (patrón de crecimiento expansivo), IPN (infiltración 
perineural), ILV (infiltración linfovascular), IIPT (infiltrado inflamatorio peritumoral intenso), V.CTO  
(velocidad de crecimiento rápida –más de 5 mm/mes -), P63 (expresión intensa de P63), CD44 (expresión 
de CD44), CXCR4 (expresión intensa de CXCR4), E-CADHERINA (expresión de E-CADHERINA), AE-1  
(expresión de AE-1), VIMENTINA (expresión de VIMENTINA), EGFR (expresión intensa de EGFR),  
Pab.EGFR (patrón aberrante de expresión de EGFR), D2-40 (expresión de D2-40), P16, (expresión de P16), 
Ki-67 (índice proliferativo alto).  
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3.7 Evaluación del valor predictivo de los marcadores moleculares 
sobre diferentes eventos de mala evolución clínica 
 
Dentro los marcadores proteicos analizados, fue con el EGFR con el que se obtuvo un 
mayor grado de asociación entre su expresión y la existencia de eventos de mala evolución 
clínica en el análisis univariante. EGFR, además de asociarse su expresión global con el 
desarrollo de metástasis ganglionares y con la progresión del TNM durante el seguimiento, 
también lo hizo, con estas mismas complicaciones evolutivas de la enfermedad, cuando se 
evaluaron por separado las zonas diferenciadas e indiferenciadas de los CECs. Describimos a 
continuación estos resultados.  
 
3.7.1 Evaluación de la expresión del EGFR como factor predictivo de 
metástasis ganglionares  
Dado que, según los resultados previos en el análisis univariante, el EGFR podría ser un 
nuevo marcador predictor del desarrollo de metástasis ganglionares en la evolución del CEC, se 
construyó un modelo multivariante empleando la progresión ganglionar como variable 
respuesta. Como variables predictivas, se incluyó la intensidad de expresión del EGFR, junto 
con las variables clínico-patológicas evaluadas relacionadas con la diseminación a ganglios. 
Entre ellas, se incluyeron el espesor, el tamaño, el patrón de crecimiento, el grado de 
diferenciación, la infiltración perineural y la localización. Tras aplicar el método de Wald, se 
demostró que el EGFR (P = 0,013) y el grado de diferenciación (P = 0,004) se asociaron al 
desarrollo de metástasis ganglionares (Tabla 56). El modelo quedó definido por la ecuación  
                                       , en la que N+ representa el 
desarrollo de metástasis ganglionares, GPD el grado pobre de diferenciación y EGFR la 
expresión intensa de EGFR medida por inmunohistoquímica. La especificidad del modelo es del 













5,664 1,45-22,11 0,013 
Tabla 56: Variables clínico-patológicas y moleculares que demostraron de manera independiente 
asociarse a un mayor riesgo de metástasis ganglionares en el CEC. EGFR (expresión intensa de EGFR 
determinada por inmunohistoquímica), GPD (grado de diferenciación pobre del tumor).  




3.7.2 Evaluación de la expresión del EGFR como marcador de predicción de 
la progresión del estadio TNM  
 
En base a que la expresión del EGFR podría ser también un nuevo marcador predictor 
del desarrollo de la progresión del estadio TNM en el CEC, se construyó un modelo 
multivariante empleando la progresión ganglionar como variable respuesta; y como variables 
predictoras la intensidad de expresión del EGFR y las variables clínico-patológicas evaluadas, 
incluidos el espesor, el tamaño, el patrón de crecimiento, el grado de diferenciación, la 
infiltración perineural y la localización. Tras aplicar el método de Wald, se demostró que la 
expresión del EGFR (P = 0,024; OR = 4,858) y el grado de diferenciación (P = 0,007; OR = 6,557) 
fueron variables que predijeron el desarrollo de metástasis ganglionares (Tabla 57). La 
especificidad fue próxima al 100% (98,8%), y la eficacia global fue del 86,2%, con una R de 
Nagelkerke = 0,336. Por tanto, el modelo incluyó a ambos, el grado pobre de diferenciación y 
la expresión intensa de EGFR medida por inmunohistoquímica y exhibió una tendencia para 
incluir a la infiltración perineural. La probabilidad de progresión del TNM durante el 
seguimiento queda definida por la fórmula  
                                                     , donde 
PG.TNM representa la progresión del TNM durante el seguimiento, GPD el grado pobre de 
diferenciación del tumor primario, EGFR la expresión intensa de EGFR del tumor primario e IPN 

















3,324 0,873-12,652 0,078 
 
Tabla 57: Variables clínico-patológicas y moleculares que demostraron de manera independiente su 
asociación a un mayor riesgo de progresión del estadio TNM durante el seguimiento clínico. GPD 
(grado pobre de diferenciación), EGFR (expresión intensa de EGFR determinada por 
inmunohistoquímica).  
 




3.8 Estudio del valor predictivo de la expresión de los marcadores 
proteicos sobre las variables temporales de la enfermedad 
 
3.8.1 Identificación de marcadores proteicos cuya expresión se asoció al 
tiempo de aparición de eventos de mala evolución clínica considerados 
de forma global 
 
Sólo la expresión de D2-40 fue estadísticamente significativa para definir la latencia 
hasta cualquier evento de mala evolución clínica (incluidos recidiva local, metástasis 
ganglionares, metástasis viscerales y tiempo hasta el exitus por CEC). Así, la mediana de 
tiempo de latencia para el grupo que tumores que expresaron D2-40 fue menor en el grupo de 
tumores con expresión de D2-40 (5 meses), y más larga en el grupo de tumores que no 





Figura 105: Tiempo hasta el desarrollo de cualquier evento de mala evolución clínica y expresión de 
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3.8.2 Marcadores proteicos cuya expresión se asoció a la latencia hasta el 
desarrollo de metástasis ganglionares 
La expresión de D2-40 se relacionó también con el tiempo hasta el desarrollo de 
metástasis ganglionares. La mediana de tiempo de latencia hasta el desarrollo de metástasis 
ganglionares fue de 5 meses en el grupo con cierto grado de expresión de D2-40, frente a 17 
meses en el grupo sin expresión. Podemos decir que de los tumores que desarrollaron 
metástasis ganglionares, aquéllos que expresaron D2-40 en el tumor primario las desarrollaron 
más precozmente que los que no lo expresaron (P = 0,008). No obstante, hemos de tener en 
cuenta el pequeño tamaño de la muestra, lo que haría deseable validar estos resultados con 
una serie más amplia (Figura 106, Tabla 58). 
 
Figura 106: Tiempo hasta el desarrollo de metástasis ganglionares y expresión media de D2 -40 (P  = 




D2-40(+) D2-40(-) P 
LAT EVEN (meses) (me/IC) 5 (3,369-6,631) 11 (4,070-17,930) 0,002 
LAT N+ (meses) (me/IC) 5 (3,50-6,50) 17 (4,118-19,882) 0,008 
 
Tabla 58: Latencia hasta el desarrollo de eventos de mala evolución clínica considerados de forma 
global y de metástasis ganglionares en función de la expresión de D2 -40. IC (intervalo de confianza),me 
(meses) LAT (latencia, tiempo hasta el desarrollo del evento), EVEN (eventos globales de mala evolución 
clínica), N+ (desarrollo de metástasis ganglionares durante el seguimiento). D2-40(+) (expresión de D2-
40), D2-40(-) (ausencia de expresión de D2-40).  
n=7 
n=6 
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3.9 Evaluación del valor predictivo de la expresión de los marcadores 
proteicos, en combinación con otras variables clínico-patológicas, 
sobre la latencia de eventos de mala evolución clínica 
 
3.9.1 Predicción de la latencia hasta el desarrollo de eventos de mala 
evolución clínica considerados de forma global   
 
Construimos un modelo multivariante mediante una regresión de Cox, para evaluar la 
influencia de diversas variables sobre la latencia hasta el desarrollo de eventos de mala 
evolución clínica en el CEC. Las variables explicativas utilizadas fueron la expresión de D2-40, la 
inmunosupresión, la intensidad del infiltrado inflamatorio intratumoral y la velocidad de 
crecimiento (que ya habían demostrado en el estudio univariante su relación con el tiempo de  
latencia hasta la ocurrencia de eventos de mala evolución clínica). La única variable 
identificada relacionada de manera independiente fue la expresión de D2-40 (P = 0,008) (Tabla 
59). 
 
3.9.2 Variables predictoras de la latencia hasta el desarrollo de metástasis 
ganglionares  
 
Para evaluar la influencia de las diferentes variables en relación con la latencia hasta el 
desarrollo de metástasis ganglionares, se incluyeron en el modelo las variables anteriormente 
señaladas y se comprobó que la única variable que predijo de manera independiente la 
latencia hasta la progresión ganglionar fue la expresión de D2-40 (P = 0,030) (Tabla 59).  
 
3.9.3 Variables que pronosticaron la latencia hasta el desarrollo de recidiva 
local  
 
Demostraron ser predictores independientes de la latencia hasta la recidiva local la 
inmunosupresión (P = 0,030) y la expresión de D2-40 (P = 0,074), aunque esta última sin 













VARIABLES PREDICTIVAS OR IC (95%) P 
 
 LAT EVEN 
 




INMUNOS 10.82 1.25-93.52 0,03 






5.99 1.19-30.04 0.030 
 
Tabla 59: Resumen de la regresión de Cox para predecir el desarrollo de eventos de mala evolución 
clínica considerados de forma global y, específicamente, la recidiva local y la progresión ganglionar en 
función de las variables clínico-patológicas y moleculares evaluadas en nuestro estudio. LAT (latencia, 
tiempo hasta el desarrollo  del evento), EVEN (eventos de mala evolución clínica durante el seguimiento), 
RECLOC (desarrollo de recidiva local), N+ (desarrollo de metástasis ganglionares durante el seguimiento), 
INMUNOS (inmunosupresión).  
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4 RELACIÓN ENTRE LA EXPRESIÓN DE MIRNAS Y OTROS 
PARÁMETROS CLÍNICO-PATOLÓGICOS Y MOLECULARES 
ANALIZADOS 
 
La existencia de asociaciones múltiples entre variables clínico-patológicas y moleculares 
observadas en este estudio, fue una de las razones para buscar la relación de estas variables 
con otros factores reguladores que pudieran influir sobre varios de ellos de forma simultánea. 
Los miRNA, por su función reguladora sobre diversas dianas de RNA de forma simultánea, 
como se indicó en secciones previas, son candidatos para testar su asociación con diferentes 
variables moleculares y clínico-patológicas del CEC de forma simultánea. 
  
4.1 Identificación de miRNA candidatos mediante el empleo de arrays 
de expresión  
 
Para la identificación de miRNA candidatos a tener interés en el pronóstico del CEC, se 
identificaron los perfiles de expresión de miRNA en un panel de líneas celulares que 
representan las difirentes fases evolutivas del CEC en ratón. Este grupo de líneas celulares  se 
desarrolló en el laboratorio del Dr. Allan Balmain de la Universidad de California, San Francisco. 
La mayoría de ellas se obtuvieron de lesiones generadas tras la aplicación en la piel de ratón 
del protocolo clásico de carcinogénesis química a base de dimetil-benzantraceno (DMBA) y 12-
O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA o PMA). El panel incluye líneas derivadas de piel 
normal, lesiones premalignas, tumores malignos con fenotipo escamoso y tumores malignos 
con fenotipo fibroblastoide tras presentar transición epitelio-mesenquima. Este panel de líneas 
celulares ha sido validado ampliamente en diversos estudios por diferentes laboratorios 
(Bailleul et al., 1990; Brown et al., 1990; Brown et al., 1998; Burns et al., 1991; Diaz-Guerra et 
al., 1992; Quintanilla et al., 1986; Stoler et al., 1993). Dicho panel lo describimos con detalle en 
la sección de material y métodos.  
 
Así, evaluamos la expresión diferencial de diferentes miRNA en las distintas líneas 
celulares mediante arrays de expresión que incluyeron todos los miRNA descritos para 
distintas especies hasta el momento del ensayo. En la Figura 107 se muestra un heatmap que 
muestra la clasificación de las líneas celulares que representan distintas fases de progresión 
del cáncer de piel, mediante clúster no supervisado en función de la ratio de expresión 
maligno escamoso/maligno fusiforme, con 39 miRNA diferenciales. En la Tabla 60, incluimos la 
lista de esos 39 miRNA diferenciales. En la Figura 108 se representa el heatmap que muestra la 
clasificación de las líneas celulares mediante cluster no supervisado con 44 miRNAs que se 
expresan diferencialmente entre líneas de fenotipo benigno y maligno (Tabla 61). 
  





Figura 107: Heatmap que muestra la clasificación de las líneas celulares que representan distintas 
fases de progresión del cáncer de piel, mediante clúster no supervisado en función de la ratio de 
expresión maligno escamoso / maligno fusiforme con 34 miRNA diferenciales. A5 se estudió en dos 
arrays diferentes, nótese que en ambos casos ambos estudios quedan uno junto al otro, lo que sirve 
como control de la técnica. El color rojo indica  expresión elevada, y el azul expresión disminuida. E4, 
aunque escamosa, en múltiples estudios se comporta como las fusiformes, es una línea a medio camino 
entre ambos tipos celulares.     
 
  RESULTADOS 
249 
 




































Tabla 60: Datos de los microarrays de miRNAs correspondient es al heat map de la figura anterior. 
MiRNAs diferencialmente expresados entre las líneas celulares de CEC con fenotipo escamoso y 
fusiforme. hsa (Homo sapiens), mmu (Mus musculus). 
 




 Figura 108: Heatmap donde se muestra la clasificación de las líneas celulares de origen murino que 
representan distintas fases de progresión del cáncer de piel, mediant e clúster no supervisado.  Para ello  
se ha usado la ratio de expresión maligno/benigno con 44 miRNA diferenciales. Nótese de nuevo como 
A5 en ambos estudios quedan uno junto al otro. El color rojo indica  expresión elevada, y el azul expresión 
disminuida. Obsérvese de nuevo como E4, se comporta como última de las líneas escamosas quedando 
junto a las fusiformes. En este estudio, la excepción es B9 que queda junto a las A5, lo que puede 
explicarse en parte porque derivan del mismo tumor, y ambas son malignas (en este caso la discordancia  
la marcaría D3, que también pertenece al mismo tumor que A5 y B9).  





















































Tabla 61: Datos de los microarrays de los 44 miRNAs que están representados gráficament e en el 
anterior heatmap. MiRNAs diferencialmente expresados entre las líneas celulares de CEC con fenotipo 
benigno y maligno. hsa (Homo sapiens), mmu (Mus musculus).  
 
 
Al comparar el patrón de expresión de miRNA en líneas celulares normales (C50, C5N, NK), 
premalignas (P6, MSCP1), de CEC con diferenciación escamosa (PDVC57, E4 y B9) y de CEC con 
diferenciación fusocelular, fibroblastoide (A5, D3, H11, CarB y CarC)  se obtuvieron una serie 
de miRNA expresados de forma diferencial, algunos de los cuales posteriormente se validaron 
mediante QPCR. Así, encontramos una serie de miRNA con expresión diferencial entre las 
células de fenotipo normal y premaligno, y las células de fenotipo de CEC. Así, el miR-146a y el 
miR-146b demostraron tener tendencia a sobreexpresarse en líneas celulares tumorales tanto 
benignas como malignas escamosas frente a células de piel normal, en las que su expresión fue 
más baja. Algo parecido sucedió con el miR-154. Por contra, el miR-140-5p tendió a 
infraexpresarse en líneas de CEC frente a líneas celulares de lesiones premalignas; y lo mismo 
sucedió con el miR-196a, que presentó un comportamiento más bifásico, con tendencia a l a 
sobreexpresión desde las líneas PDV a PDVC57 y E4. El miR-296-3p también tuvo tendencia a la 
infraexpresión en líneas de CEC frente a las de piel normal y de lesiones premalignas  
 
También evaluamos miRNA candidatos a estar implicados en la transición entre el 
fenotipo tumoral escamoso más diferenciado y el mesenquimal, más indiferenciado, en este 
modelo in vitro. Estos miRNA podrían estar implicados en la transición epitelio-mesenquima, 
mientras que los comentados en el punto anterior podrían ser candidatos importantes en el 
paso de la lesión premaligna (recordemos que incluso las líneas no tumorales como C5N, C50 y 
NK están inmortalizadas) a la maligna. Dentro de los miRNA que presentaron expresión 
diferencial entre líneas celulares B9, E4  y D3, H11 algunos se demostraron por QPCR de una 
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manera fiable. Así, los miRNA769-3p, miRNA551a, miRNA130b, miRNA184 y miRNA92 
tendieron a perder su expresión en líneas celulares más mesenquimales con respecto a las de 
CEC más diferenciadas. En cambio, los miR-662, miR-660, miR-224, miR-212, miR-186 y miR-
144 tendieron a sobreexpresarse en las líneas celulares con hábito más fusiforme o 
mesequimatoso. Además de los miRNA indicados más arriba, otros miRNA también se 
expresaron de forma diferencial entre líneas celulares de queratinocitos no tumorales y líneas 
de CEC. El miR-506, el miR-584, el miR-27b y el miR-146b-3p también se encontraron 
infraexpresados en líneas celulares de CEC frente a las de queratinocitos no tumorales  
 
4.2 Validación de la expresión diferencial de miRNAs obtenida por 
microarrays mediante QPCR en las líneas celulares  
 
Entre los miRNA expresados de forma diferencial, observamos la pérdida de expresión 
de miR-200b y miR-205, durante la transición epitelio-mesénquima, lo que está de acuerdo con 
la literatura (Bracken et al., 2008; Gregory et al., 2008). Fue también interesante la expresión 
diferencial del miR-203 entre, por un lado, las líneas celulares de fenotipo no maligno, 
incluidas las de fenotipo normal C50 y NK, y las derivadas de lesiones premalignas como 
MSCP1 y P6; y, por el otro, entre las líneas de fenotipo no malignos y las de cáncer escamoso 
bien diferenciado como PDV, PDV57, B9 y E4 (Figura 109). Dado el interés descrito en la 
literatura de la participación de estos miRNA en la homeóstasis de la piel se decidió estudiar su 
expresión en nuestra cohorte de CEC, así como sus implicaciones en el pronóstico de la 
enfermedad.   
 
Entre los miRNAs con expression diferencial identificados, seleccionamos miR-203 y 
miR-205 para estudiar sus implicaciones en el desarrollo y evolución clínica del CEC dada su 
importancia en la homeostasis cutánea (Lena et al., 2008; Sonkoly et al., 2012; Wang et al., 
2013b; Yi et al., 2008; Yu et al., 2010) (Figure 109). Mir-205 se encontró infrarregulado en el 
grupo de líneas celulares más fusiformes (A5, D3, H11, CarB y CarC) en comparación con el 
resto de las líneas celulares del panel (P = 0.019) (Figure 106), de acuerdo con su papel en la 
supresión de la transición epitelio-mesénquima (EMT) (Gregory et al., 2008). Además, 
existieron también marcadas diferencias entre la expression de miR-205 en líneas celulares no 
malignas (C5N, NK, MSCP1, P6) y el grupo de líneas celulares derivadas de tumores malignos (P 
= 0.001) y especialmente con el grupo de líneas celulares con fenotipo fusiforme (P = 0.008) 
(Figure 109).  
 
MiR-203 se encontró infrarregulado en líneas celulares malignas tanto escamosas 
como fusiformes en comparación con las líneas celulares no malignas (P = 0.019). 
Globalmente, ambos miRNAs se encontraron infrarregulados en el grupo de líneas celulares 
con fenotipo fusiforme (Figure 109), lo que indica la específica asociación de estas dos 
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moléculas con el mantenimiento del fenotipo epitelial en este contexto. Por lo tanto, la 
expression diferencial demostrada en los miRNA-203 y miRNA-205 en diferentes fases de la 
progression tumoral en el CEC, las combierte en buenos candidatos para la evaluación de su 




Figura 109: Validación de la expresión de miR-205 y miR-203 mediante QPCR en las líneas celular. 
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El siguiente paso de nuestro estudio fue evaluar la importancia de los miRNA 
seleccionados en la cohorte de CECs humanos de este trabajo. Para ello, determinamos su 
expresión en una serie de estos tumores a fin de estudiar su posible asociación con las 
características clínicas, histopatológicas y moleculares de la enfermedad.  
 
4.3 Análisis de la expresión de miRNA mediante hibridación in situ   
 
4.3.1 Nivel de expresión de miRNA determinados por hibridación in situ en 
tejidos en parafina en nuestra cohorte de CEC 
 
Para el análisis de la expresión de los miRNA se consideró no solamente la intensidad 
de expresión en las zonas diferenciada, indiferenciada y global, sino también el frente de 
invasión. Hay que tener en cuenta que debido a las dificultades para la optimización de la 
técnica, la proporción de valores perdidos fue mayor que en el caso de las tinciones de 
inmunohistoquímica convencional.  
 
a. Expresión de miRNA-203 en la cohorte de CEC 
 
El miRNA-203 es uno de los miRNA que más se han estudiado en la piel. Participa en el 
proceso de queratinización (Yi et al., 2008). En nuestra serie, observamos que en la zona 
diferenciada de los tumores predominó la expresión moderada ver (Tabla 62, Figura 110); 
mientras que en la zona indiferenciada la expresión fue escasa o nula. En el frente de invasión, 
la mayoría de los casos carecieron de expresión o ésta fue escasa. Los datos globales y para 
cada zona del tumor se presentan de forma detallada en la Tabla 62.   
 
 
   
   









   
 
 
ZD ZI FI IPN Media 
N % N % N % N % N % 
Nulo 7 10,14 8 14,81 13 25,49 0 0,00 6 6,82 
Escaso 27 39,13 33 61,11 24 47,06 1 10,00 48 54,55 
Moderado 30 43,48 10 18,52 7 13,73 0 0,00 31 35,23 
Intenso 5 7,25 3 5,56 7 13,73 9 90,00 3 3,41 
Total 69 100,00 54,0 100,00 51 100,00 10 100,00 88 100,00 
 
Tabla 62: Distribución de frecuencias de la intensidad de expresión para el miR-203 en nuestra serie de 
CEC. ZD (zona diferenciada), ZI (zona indiferenciada), FI (frente de invasión), IPN (área de infiltración 
perineural). 






Figura 110: Gráfico de frecuencias de int ensidad de expresión de miRNA-203 en las diferentes áreas de 
los tumores de nuestra serie. 
 
b.  Expresión de miRNA-205 en el CEC 
 
La expresión del miRNA-205 se comportó de manera distinta al miRNA-203. Así, en la 
zona diferenciada de los tumores, miRNA-205 tendió a no expresarse o a hacerlo de manera 
escasa. En la zona indiferenciada miRNA-205 se expresó con más frecuencia de manera 
moderada e intensa. Esta tendencia se mantuvo y/o acentuó en el frente de invasión. En 
cuanto a la expresión global en el tumor, miRNA-205 se expresó con más frecuencia con una 
intensidad moderada, aunque hubo una proporción importante de tumores en los que se 
expresó de manera escasa (24,32%) o nula (22,97%), y algunos incluso presentaron una 
expresión global intensa (13.51 %).  
 
Evaluamos si esas diferencias en la intensidad de expresión de los miRNAs se 
relacionaron con la expresión diferencial de alguna otra molécula o si tuvieron relación con 
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ZD ZI FI IPN Media 
N % N % N % N % N % 
Nulo 17 32,69 8 17,39 9 16,98 0 0,00 17 22,97 
Escaso 25 48,08 7 15,22 11 20,75 1 8,33 18 24,32 
Moderado 6 11,54 21 45,65 17 32,08 0 0,00 29 39,19 
Intenso 4 7,69 10 21,74 16 30,19 12 92,31 10 13,51 
Total 52 100,00 46,0 100,00 53 100,00 13 100,00 74 100,00 
 
Tabla 63: Distribución de frecuencias de la intensidad de expresión para el miRNA-205 en nuestra serie 






Figura 111: Gráfico de frecuencias de int ensidad de expresión de miRNA-205 en las diferentes áreas de 
los tumores de nuestra serie. 
 
 
Globalmente, miRNA-203 y miRNA-205 se expresaron con mayor intensidad en la piel 
normal adyacente al tumor que en el propio tumor, lo que podría sugerir que la expresión de 
estos miRNA tiende a disminuir durante el proceso se malignización. El miRNA-203 se detectó 
preferentemente en las capas más altas del epitelio, y el miRNA-205 en la capa basal e 
inmediatamente suprabasales, lo que está de acuerdo con la literatura en ambos miRNA 
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descriptivo, en este estudio consideramos que la expresión de los miRNA estudiados en el 
tumor fue intensa cuando igualó en intensidad a la de la piel normal adyacente. 
Comprobamos, además, que el miRNA-205 tendió a expresarse poco en los tumores bien 
diferenciados respecto de la piel normal adyacente y, en cambio, conservó mejor su expresión 




Figura 112: Tinción de miRNA-205 y miRNA-203 en piel normal adyacente al tumor:  (a) y (b) Piel 
normal teñida con H&E; (c) expresión de miRNA-205 teñido por hibridación in situ (predominante en 
estratos basales); (d) expresión de miRNA-203 predominante en estratos superiores del epitelio.  
 
4.3.2 Análisis comparativo entre del nivel de expresión de miRNA mediante 
hibridación in situ 
 
El miRNA-203 tendió a expresarse en las capas suprabasales y los estratos más 
diferenciados en la piel normal, y en las áreas más diferenciadas de los tumores (Figura 122). 
Por su parte, el miRNA-205 tendió a expresarse en la capa basal y en las más inferiores, dentro 
del estrato espinoso, y en el frente de invasión tumoral, así como en aquellas áreas más 
pobremente diferenciadas intratumorales (Figura 122). La expresión del miRNA-203 en el CEC 
se comportó de manera opuesta a la expresión del miRNA-205, tanto globalmente en el tumor 
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(P = 0,031), como en el frente de invasión (P = 0,001), de manera que cuando uno de los dos 
miRNA se expresó el otro tendió a no hacerlo (Figura 113). La distribución de las frecuencias de 
tinción de cada uno de los dos miRNA en nuestra serie de CECs aparece en las Tablas 62, 63 y 
las Figuras 110, 111.  La Figura 122 representa un ejemplo de la expresión diferencial de estos 
miRNAs en el CEC. La Figura 123 quiere representar un resumen de las asociaciones más 
relevantes del los miRNA-203 y miRNA-205 con otras variables clínico-patológicas y 




Figura 113: Relación entre los niveles de miR-203 y miR-205: (a) Asociación entre los niveles de 
expresión globales de miR-203 y miR-205; (b) asociación entre los niveles de miR-203 y miR-205 en el 
frente de invasión del tumor. 
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4.3.3 Relación entre los niveles de expresión de los miRNA y parámetros 
clínico-patológicos y evolutivos del CEC 
a. Relación de la expresión de miRNA-205 con características clínico-patológicas 
del CEC 
En relación a la expresión del miRNA-205 en el CEC, estudiamos tanto la expresión 
media, como su expresión en el frente de invasión. La expresión media del miRNA-205 se 
relacionó con diferentes parámetros clínico-patológicos que figuran detalladamente en la 
Tabla 64. Así, el miRNA-205 se expresó más frecuentemente en los tumores que desarrollaron 
recidiva local durante el seguimiento (P = 0,043) (Figura 114) y en los tumores en grado T2b 
frente a los que estaban en grado T2a o T1 (P = 0,012). Respecto a las variables clínico-
patológicas, el miRNA-205 se expresó más frecuentemente en los tumores que exhibieron un 
estroma desmoplásico (P = 0,006), con un grado pobre de diferenciación (P = 0,006), en 
aquéllos que presentaron infiltración perineural (P = 0,014), en los ulcerados (P = 0,03) y en los 
que presentaron un patrón de crecimiento infiltrativo (P = 0,000027) (Tabla 64). Nótese, que la 
expresión del miRNA-205 se asoció fundamentalmente con variables clínico-patológicas 
indicadoras de mala evolución de la enfermedad (Figura 115, 123). 
 
La expresión del miRNA-205 en el frente de invasión se asoció a las variables clínico-
patológicas que figuran en la Tabla 64. Su expresión fue más frecuente en el frente de invasión 
de los tumores con patrón de crecimiento infiltrativo, que en el borde de los tumores con 
patrón expansivo y/o mixto (P = 0,006), y en el frente de invasión de los tumores ulcerados (P 
= 0,024). Aún sin alcanzar la significación estadística, existió una tendencia a la asociación 
entre la expresión del miRNA-205 en el frente de invasión y el grado de diferenciación pobre (P 
= 0,097), con la presencia de infiltración perineural (P = 0,066) y con el desarrollo de recidiva 
local (P = 0,089); no se demostró una relación clara con ninguna de las demás variables 
analizadas. Nótese de nuevo, que la expresión del miRNA-205, ahora en el frente de invasión, 
estuvo asociada con variables clínico-patológicas indicadoras de mala de evolución  (Tabla 65). 
 
Figura 114: Asociación entre la expresión global de miR-205 y el desarrollo de recidiva local durante el 
seguimiento. 
 







Figura 115: Asociaciones entre la expresión global de miR-205 y algunas variables clínico-patológicas: 
(a) grado de diferenciación, (b) patrón de crecimiento, (c) infiltración perineural, (d) desmoplasia, (e) 
ulceración, (f) estadio T según la clasificación del Brigham and Women’s Hospital.  
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b. Relación de la expresión de miRNA-203 con características clínico-patológicas 
del CEC 
 
Como en el caso anterior, de nuevo estudiamos la expresión media y en el frente de 
invasión. La expresión media del miRNA-203 se relacionó con los parámetros clínico-
patológicos que figuran en la Tabla 64. El miRNA-203 se expresó más frecuentemente en los 
tumores bien diferenciados versus los moderada y/o pobremente diferenciados (P = 0,004), así 
como en aquéllos con patrón de crecimiento expansivo versus mixto y/o infiltrativo (P = 0,006) 
y en los que no presentaron un estroma desmoplásico (P = 0,028). En este sentido, su 
expresión se comportó de manera inversa a la comprobada para el miRNA-205, en relación con 
los mismos parámetros. No se comprobó relación de la expresión del miRNA-203 con ninguna 
más de las variables clínico-patológicas evaluadas (Figuras 116-117, 123).  
 
La expresión del miRNA-203 en el frente de invasión se asoció a las variables clínico-
patológicas que figuran en la Tabla 65. Su expresión fue más frecuente en el frente de invasión 
de los tumores con patrón de crecimiento expansivo versus mixto y/o infiltrativo (P = 0,006); y 
en los bien diferenciados versus moderadamente y/o bien diferenciados (P = 0,004); así como 
en los tumores carentes de un estroma desmoplásico (P = 0,007) y en los que no presentaron 
infiltración perineural (P = 0,08), esto último sin alcanzar la significación estadística. Asimismo, 
la expresión del miRNA-203 fue menos frecuente en los tumores de mayor grosor (P = 0,041), 
siendo el espesor medio del grupo de tumores que expresó el miRNA-203 en el frente de 
invasión de 5,86 mm frente a 8,96 mm en el grupo que no lo expresó. También se e xpresó 
menos en el frente de invasión de los tumores más grandes (P = 0,044), siendo el tamaño 
medio de los tumores que no expresaron el miRNA-203 de 22,76 mm de diámetro frente a 
16,74 mm de media en los que lo expresaron. Nótese, como al contrario que el  miRNA-205, la 
expresión del miRNA-203, tanto de forma general como en el frente de invasión, se asoció con 
variables clínico-patológicas indicadoras de buen pronóstico (Figuras 116-117, 123). 
 
 




Figura 116: Asociaciones entre la expresión del miR-203 y algunas variables clínico-patológicas (I): (a) 
grado de diferenciación, (b) patrón de crecimiento, (c) espesor tumoral. FI (frente de invasión).  
 





Figura 117: Asociaciones entre la expresión del miR-203 y algunas variables clínico-patológicas (II): (a) 
desmoplasia, (b) infiltración perineural, (c) Estadio T según la clasificación del Brigham and Women’s 
Hospital. 
 
4.3.4 Relación entre los niveles de expresión de los miRNA y los parámetros 
moleculares analizados en el CEC 
a. miRNA-205 
 
Las relaciones del miRNA-205 con los parámetros moleculares estudiados se reflejan 
detalladamente en la Tabla 64. El miRNA-205 se expresó más de forma estadísticamente 
significativa en los tumores que no expresaron E-CADHERINA (P = 0,048), y fue también más 
frecuente en los tumores que expresaron VIMENTINA (P = 0,055). Por otro lado, la expresión 
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del miRNA-205 fue más frecuente en los tumores que expresaron P63 (P = 0,029). La expresión 
del miRNA-205 fue menos frecuente en los tumores que expresaron CD44 que en los que no lo 




Figura 118: Asociación entre la expresión de miR-205 y la de P63. 
 
Figura 119: Asociación entre la expresión de E-CADHERINA y la de miR-205 





La expresión del miRNA-203 se asoció con una serie de parámetros moleculares que se 
indican en la Tabla 64. La expresión del miRNA-203 se comportó de manera opuesta a la de 
P63, de manera que la expresión de este miRNA fue más frecuente en los tumores que no 
expresaron P63 (P = 0,001); lo que concuerda con los datos que existen de la relación entre 
ambas moléculas en el epitelio cutáneo (Yi et al., 2008), y es opuesta a la relación quetiene P63 
con el miRNA-205 (Wang et al., 2013a). Asimismo, el miRNA-203, al revés de lo que sucede con 
el miRNA-205, se expresó más en los tumores que expresaron CD44, aunque sin alcanzar la 
significación estadística (P = 0,074) (Figura 120, 121, 123 y Tabla 64).  
 
 
Figura 120: Asociación entre la expresión de miRNA-203 y la de P63. 
 
 
Figura 121: Asociación entre la expresión de los miRNA-205 y miRNA-203 con la expresión de CD44: (a) 
miRNA-205 y CD44, (b) miRNA-203 y CD44. 
 










Expresión No expresión P Expresión No expresión P 
Desmoplasia  




No 32 42 32 34 
Patrón de 
crecimiento 
Expansivo 7 4 
0,006 
3 18 
0,000027 Mixto 4 9 9 6 
Infiltrativo 6 33 36 13 
Grado de 
diferenciación 
Bueno 10 9 
0,004 
9 18 
0,006 Moderado 6 19 25 15 
Pobre 1 18 15 4 
Infiltración 
perineural 




No 28 42 30 32 
Recidiva local 




No 32 49 38 35 
T-BWH 
T1 12 21 
N.S. 
12 14 
0,012 T2a 16 21 17 4 
T2b 7 16 19 19 
Ulceración 




No 11 15 8 14 
E-CADHERINA 




No expresa 9 14 16 3 
P63 




No expresa 13 5 4 13 
CD44 




No expresa 12 31 28 9 
VIMENTINA 




No expresa 32 50 39 36 
 
Tabla 64: Relación entre los niveles de expresión global de miR-203 y miR-205, y las variables clínico-
patológicas y moleculares evaluadas. N.S (no significativo), T-BWH (estadio T según la clasificación del 















Expresa No expresa P Expresa No expresa P 
Grado de 
diferenciación 
Bueno 10 9 
0,004 
8 11 
0,097 Moderado 6 19 17 8 
Pobre 1 18 14 5 
Patrón de 
crecimiento 
Expansivo 7 4 
0,006 
3 9 
0,006 Mixto 4 9 6 5 
Infiltrativo 6 33 30 10 
Desmoplasia 




No 17 31 28 20 
Infiltración 
perineural 




No 14 27 22 19 
Ulceración 




No 6 9 5 9 
Espesor Me/RI 5 (4) 6,5 (7) 0,041 6,25 (7) 6 (5) N.S. 
Tamaño Me/RI 16 (8) 20 (10) 0,045 20 (11) 18,5 (7) N.S. 
 
Tabla 65: Relación entre los niveles de expresión de miR-203 y miR-205 en el frente de invasión y las 










Figura 122: Tinción de miRNA-203 y de miRNA-205 en un tumor bien diferenciado. A la izquierda se 
observa una tinción intensa para miRNA-203 y a la derecha una ausencia de tinción del miR NA-205. (a) 
miRNA-203 100x, (b) miRNA -205 100x, (c) miRNA -203 200x, (d) miRNA -205 200x, (e) miRNA -203 400x, 
(f) miRNA -205 400x.  
 
 




Figura 123: Red que muestra las asociaciones entre variables clínico-patológicas-evolutivas y las 
proteínas analizadas: Imagen obtenida mediante Cytoscape®. Cada nodo muestra una variable clínico-
patológica, cada línea indica la asociación entre las variables, cuyo grosor es inversamente proporcional 
al valor de P. El color gris de los nodos representa variables histopatológicas, el color azul oscuro 
representa sistemas de estadiaje en el CEC, el color rojo eventos de mala evolución clínica, el color azul 
celeste las proteínas estudiadas, y el color morado representa los miRNA analizados. El color rojo de las 
líneas indica una asociación negativa y el color verde una asociación positiva entre las variables. RECLOC 
(recidiva local), TAM (tamaño), ESPES (espesor), ULC (ulceración), DESMO (desmoplasia), GBD (grado de 
diferenciación bueno), PCEXP (patrón de crecimiento expansivo), IPN (infiltración perineural),  P63 
(expresión intensa de P63), CD44 (expresión de CD44), E-CADHERINA (expresión de E-CADHERINA), 
VIMENTINA (expresión de VIMENTINA), T-BWH (estadio T2b según la clasificación alternativa del 
Brigham and Women’s Hospital), miR-203 (expresión de miR-203), miR-205 (expresión de miR-205). 
 
4.4 Evaluación de parámetros temporales de la enfermedad en función 
de la expresión de los miRNA estudiados 
 
La expresión del miR-203 se relacionó con la latencia hasta el desarrollo de la recidiva 
local en el CEC. La mediana de tiempo hasta la recurrencia fue de 4,8 meses en el grupo de 
tumores que no expresaron el miR-203 y de 10,5 meses en el grupo de tumores que lo 
expresaron (Figura 124). Las diferencias fueron estadísticamente significativas (P = 0,015; log-
Rank de Mantel-Cox) y demuestran que la expresión del miR-203 en el CEC primario se asocia a 
un alargamiento del periodo libre de enfermedad tras el tratamiento. 






Figura 124: Gráfico de latencia hasta la recidiva local del CEC en relación con la expresión media de 
miR-203 (Kaplan-Meier y P = 0.015 log-rank test).  
 
Desde el punto de vista pronóstico, miRNA-205 se relacionó, como queda expresado más 
arriba, con un mayor riesgo de recidiva local y la expresión de miRNA-203 se relacionó con un 
alargamiento de la latencia hasta el desarrollo de la recidiva local durante el seguimiento. 
Aunque se realizaron estudios de regresión logística para intentar evaluar el valor de estos 
miRNAs como factores de riesgo independientes, no mostraron una fuerza suficiente en 
comparación con otras variables clínico-patológicas y moleculares. Esto es comprensible por 
cuanto ciertos aspectos fenotípicos de la enfermedad relacionados con mal pronóstico del 
CEC, son a menudo el resultado de varias vías moleculares y en este sentido es difícil que una 
única vía pueda tener una fuerza comparable. Sin embargo, con otro método de análisis 
multivariante (biplot logístico multinomial) los miRNAs sí son capaces de discrimi nar entre 
grupos pronósticos de la enfermedad mejor que las variables fenotípicas y el resto de las 








4.5 Análisis de la expresión de miRNA mediante QPCR en la serie de 
CEC 
 
Se emplearon dos métodos para analizar la expresión de los miRNA seleccionados 
(miRNA-203 y miRNA-205) en las muestras humanas: la QPCR y la hibridación in situ. La QPCR 
se llevó a cabo sobre muestras congeladas que se fueron recogiendo en un estudio prospectivo 
a lo largo de 5 años; el estudio de hibridación in situ se realizó sobre una serie más amplia que 
incluyó, además de parte de los anteriores, tumores de pacientes previamente recogidos sobre 
bloques de parafina y con evolución clínica ya conocida.  
 
4.5.1 Nivel de expresión de miRNAs en los tumores humanos en que la 
validación se realizó tanto mediante QPCR como mediante hibridación 
in situ 
 
Los niveles de expresión de los miRNA obtenidos por QPCR en nuestra serie de 
tumores humanos fueron normalizados y, posteriormente, se estudió la existencia de 
asociaciones con los parámetros clínico-patológicos. Esta serie de tumores fue evaluada para la 
expresión de miRNA tanto mediante hibridación in situ como mediante QPCR, con la idea de 
comparar los resultados obtenidos con ambos procedimientos (Tabla 66).        
 
miRNAs ISH miRNA-205 ISH No expresa 12 32,4 
Expresa 25 67,6 
miRNA-203 ISH No expresa 31 70,5 
Expresa 13 29,5 
miRNAs QPCR RQ miRNA-203  (media/DS) 5,41 (8,27) 
RQ miRNA-205  (media/DS) 4,68 (7,97) 
 
Tabla 66: Resumen de los niveles de expresión de miRNAs en la serie de tumores que fueron evaluados 
mediante QPCR y ISH: DS (deviación estándar) ISH (hibridación in situ).  
 
Se trató, por tanto, de una muestra de CEC de menor tamaño que la utilizada para 
llevar a cabo la hibridación in situ, bastante homogénea.  
 
 




4.5.2 Relación entre los niveles de expresión de miRNA por QPCR en el CEC y 
las características clínico-patológicas y moleculares de los mismos  
 
Lo primero que estudiamos fue la relación entre los niveles de expresión de miRNAs 
determinados por QPCR, con las características clínico-patológicas. No encontramos relación 
estadística con ninguno de los parámetros clínico-patológicos estudiados (datos no 
mostrados). Los niveles de expresión por QPCR para el miRNA-205 fueron más altos en 
tumores pobremente diferenciados, que en los bien y moderadamente diferenciados, aunque 
sin demostrarse significación estadística. Lo que, globalmente, está de acuerdo con los datos 
obtenidos en la hibridación in situ. Con respecto a la relación con parámetros moleculares la 
expresión de miRNA-205 fue más alta en los tumores que expresaron P63 (P = 0,052), en los 
que expresaron VIMENTINA (P = 0,055) y en los que no expresaron CD44 (P = 0,071), lo que 
guarda relación con las asociaciones encontradas por hibridación in situ con estas moléculas 
(Figura 125, Tabla 67).  
 
Para el miRNA-203, su expresión fue más elevada en los tumores que expresaron 
intensamente E-CADHERINA, lo que guarda relación con el hecho de que el miR-203 se expresó 
más en los tumores bien diferenciados; aunque no demostramos asociación entre el grado de 
diferenciación y la expresión de miRNA-203 (Figura 126, Tabla 67). Globalmente, por lo tanto, 
se conservó cierto grado de relación entre la determinación de miRNA-203 y miRNA-205 por 
QPCR y por hibridación in situ pero el rendimiento fue mucho más bajo en cuanto a la falta de 
asociación con características clínico-patológicas. Aunque de ello hablaremos en el apartado 
de la discusión, podemos adelantar que esto es comprensible si se tienen en cuenta: (i) el 
tamaño menor de la muestra; (ii) que no analizamos exclusivamente células tumorales, sino 
una mezcla de éstas con otros componentes, como los estromales; y, sobre todo, (iii) que la 
porción del tumor que se tomó para la realización de la QPCR no fue, por definición, 
representativa de todo el tumor, sino de una parte, obtenida de forma aleatoria antes del 






















 RQ miRNA-205 (*) P 
P63 No expresión 0,78 (1,97) 
0,052 
Expresión 1,53 (7)  
VIMENTINA Nulo 1,08 (1,93) 
0,055 
No nulo 7,08 (9,819 
CD44 Nulo 2,27 (0,63) 
0,071 
No nulo 1,08 (3,63) 
GD Bueno 1,72 (2,448)  
NS Moderado 1 (3,34)  
Indiferenciado 7 (21,9)  
  
 
RQ miRNA-203 (*) P 
E-CADHERINA No intenso 1 (7,43)  
 0,055 
Intenso 3,25 (2,70) 
 
Tabla 67: Tabla que resume las tendencias más importantes encontradas a partir del análisis de la 
expresión de miR-205 y miR-203 por QPCR. GD (grado de diferenciación). (*) Media y desviación 
estándar. NS (no significativo).  




Figura  125: Relación entre la expresión de miR-205 cuantificada mediante QPCR y otras moléculas en 
el CEC: (a) P63, (b) VIMENTINA, y (c) CD44.  






Figura 126 Asociación entre la expresión del miR-203 determinada por QPCR y la expresión de E-
CADHERINA. 
 
4.6 Comparación de la evaluación de los niveles de miRNAs en tumores 
humanos mediante QPCR y mediante hibridación in situ 
 
Se compararon los valores de expresión de miRNAs obtenidos por hibridación in situ y los 
valores obtenidos mediante QPCR. Los resultados que se obtuvieron mediante la QPCR no 
fueron contradictorios con lo que obtuvimos mediante la hibridación in situ. De hecho, en 
parte guardaron una tendencia similar. Sin embargo el rendimiento proporcionado por la 
evaluación de miRNAs mediante QPCR fue muy inferior en términos de resultados relevantes 
obtenidos. El rendimiento obtenido con la determinación de miRNA-203 fue menor que para 
miRNA-205. 
  




5 IDENTIFICACIÓN DE CLÚSTERS CON DIFERENTE VALOR 
PRONÓSTICO EN FUNCIÓN DE LA EXPRESIÓN DE MIRNAS Y DE 
PARÁMETROS CLÍNICO-PATOLÓGICOS 
 
Se llevó a cabo un análisis multivariante mediante un biplot logístico externo, con el fin 
de evaluar si los miRNAs contribuyen, junto con otras variables clínico-patologicas y 
moleculares, a la definición de agrupaciones de pacientes con perfiles pronósticos similares. En 
el modelo se seleccionaron las variables de los valores de expresión del miR-203 y del miR-205, 
la infiltración perineural, el grado de diferenciación, el patrón de crecimiento y la desmoplasia 
(Tabla 68). La bondad de ajuste del modelo fue del 88,59%. Se detectaron cuatro clústeres de 
pacientes ordenados según dos gradientes pronósticos bien diferenciados en función de las 
variables explicativas seleccionadas en el modelo. El cluster 1 (rosa en la Figura 127), con 17 
pacientes (18,48%), representó a los pacientes con mejor pronóstico. Si proyectamos el valor 
de las variables de este clúster, comprobamos que todas ellas se encontraron en la región de la 
ausencia (no infiltración perineural, no desmoplasia, no patrón infiltrativo, no expresión del 
miR-205); excepto para el grado de diferenciación, que no fue bueno en un 52,94% de los 
casos, y la expresión del miR-203 que se expresó en el 76,47% de los CEC del grupo.  Para 
facilitar la interpretación, en el anexo se representa una figura similar a la 127 en la que en el 
gráfico se visualizan las direcciones sobre las que aparecen las diferentes variables.  
 
Los pacientes que pertenecieron al cluster 2 (azul en la Figura 127), fueron 32 (34,78%) 
y en el  cluster 3 (negro en la Figura 127) 18 pacientes (19,56%). Ambos ocuparon posiciones 
similares en relación con el gradiente horizontal, pero se diferenciaron en su relación con el 
gradiente vertical. Esto es, tuvieron características más parecidas en términos pronósticos –si 
bien el éste fuealgo mejor para el clúster 2 que para el clúster 3-, con ciertas diferencias 
relacionadas con la presencia/ausencia de las variables. Estos dos clústeres fueron más 
heterogéneos en términos de la expresión de miRNAs que los clústeres 1 y 4, y tendrían un 
pronóstico intermedio. Así, en el cluster 2, que podría ser considerado el segundo en términos 
de buen pronóstico, el 78,12% de los tumores exhibieron un grado de diferenciación pobre o 
moderado, y un 71,87% de los casos un patrón infiltrativo. La infiltración perineural afectó al 
6,25% y la desmoplasia al 3,1%. La expresión del miR-203 y del miR-205 para este clúster fue 
en el 56,25% y el 50% de los tumores, respectivamente.  
 
El clúster 3 sería el siguiente en términos de pronóstico y estuvo caracterizado porque 
un 5,55% de los tumores presentaron infiltración perineural, ninguno tuvo desmoplasia, todos 
fueron bien diferenciados y sólo el 16,6% exhibió patrón de crecimiento infiltrativo, ningún 
tumor expresó aquí el miR-203 y el 55,5% de los casos expresó el miR-205. 
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 El cluster 4 (color rojo en la Figura 127), fue el de peor pronóstico y se caracterizó por 
incluir un 72% de CEC con infiltración perineural, un 68% de desmoplasia, un 100% con patrón 
infiltrativo, cerca de la mitad con grado de diferenciación moderado o pobre, un 28% con 
expresión del miR-203 y un 88% con expresión del miR-205. En la Figura 127 se muestra la 
organización de los clusters según este biplot logístico bidimensional, en las Figuras 128 y 129 
se demuestra la predictibilidad de los miRNAs y en la Figura 130 se demuestra el biplot 
tridimensional.   
 
Los clústeres se construyeron en función de las variables señaladas más arriba, pero si 
se evalúa el desarrollo de eventos de mala evolución clínica entre los pacientes de los 4 
clusters, se reproduce el gradiente pronóstico comprobado, de manera que en el cluster 1 se 
acortó el periodo libre de enfermedad en el 5,8%, en el clúster 2 en el 15,6%, en el clúster 3 en 
el 16,64% y en el clúster 4 en el 40%, diferencias que fueron estadísticamente significativas (P 
= 0,037). Es interesante señalar que en relación con los clústeres, el gradiente pronóstico se 
asoció con una progresiva mayor proporción de expresión del miR-205 que fue desde el 0% en 
el cluster 1 al 88% en el cluster 4, el de peor pronóstico. En cuanto a la expresión  del miR-203 




   
  









































5,8 % 15,6 % 16,64 % 40 % 
 
Tabla 68: Resumen de las características de los clústeres identificados en el estudio. N (número de 
pacientes), IPN (infiltración perineural), DESMO (desmoplasia), PCINF (patrón de crecimiento infiltrativo), 









Figura 127: Biplot logístico bidimensional. El cluster 1 (rosa), con 17 pacientes (18,48%), incluyó a los 
casos con mejor pronóstico. Incluyó tumores sin infiltración perineural, sin desmoplasia, sin patrón 
infiltrativo, sin expresión del miR-205 y expresión del miR-203 en el 76,47% de los casos. El cluster 4 
(rojo), fue el de peor pronóstico, con alta frecuencia de infiltración perineural, desmoplasia y patrón de 
crecimiento infiltrativo, con un 28% de los casos con expresión del miR-203 y un 88% de los mismos con 
expresión del miR-205. Los clústeres 2 y 3, representaron grupos de pronóstico intermedio.  









Figura 129: Predictibilidad de la expresión de miRNA-205 según el modelo obtenido del Biplot 
bidimensional.  
 








Figura 130: Biplot logístico tridimensional: El clúster 1 (rosa), representa a  los pacientes con mejor 
pronóstico, el clúster 4 sería el de peor pronóstico y los clústers 2 y 3 serían aquéllos con pacientes que 












Figura 131: Red que muestra las asociaciones más importantes  entre variables analizadas en el CEC: 
Imagen obtenida mediante Cytoscape®. Cada nodo muestra una variable clínico-patológica, cada línea indica la asociación entre 
las variables, cuyo grosor es inversamente proporcional al valor de P. El color gris de los nodos representa variables 
histopatológicas, el color verde representa variables clínicas, el color azul oscuro representa sistemas de estadiaje en el C EC, el 
color rojo eventos de mala evolución clínica, el color azul celeste muestra las proteínas analizadas y el color morado los miRs. El 
color rojo de las líneas indica una asociación negativa y el color verde una asociación positiva entre las variables conectadas. EVEN 
(eventos de mala evolución clínica considerados de forma global durante el seguimiento),  N+ (desarrollo de metástasis 
ganglionares durante el seguimiento), RECLOC (recidiva local), PG.TNM (progresión del TNM durante el seguimiento), ESPES 
(espesor), TAM (tamaño), ULC (ulceración), DESMO (desmoplasia), GBD (grado de diferenciación bueno),  PCEXT (patrón de 
crecimiento expansivo), IPN (infiltración perineural), ILV (infiltración linfovascular), IIIT (infiltrado inflamatorio intrat umoral 
intenso), IIPT (infiltrado inflamatorio peritumoral intenso), EXT.INC (extirpación incompleta del tumor primario), V.CTO (velocidad 
de crecimiento rápida –más de 5 mm / mes -), TI-DX (tiempo hasta el diagnóstico menor de 2 meses), LOC (localización de alto 
riesgo), SEX (sexo mujer), T-AJCC (estadio T2 según la clasificación de la AJCC), T-BWH (estadio T2b según la clasificación del 
Brigham and Women’s Hospital), P63 (expresión intensa de P63), CD44 (expresión de CD44), CXCR4 (expresión intensa de CXCR4), 
E-CADHERINA (expresión de E-CADHERINA), AE-1 (expresión de AE-1), VIMENTINA (expresión de VIMENTINA), EGFR (expresión 
intensa de EGFR), Pab.EGFR (patrón aberrante de expresión de EGFR), D2-40 (expresión de D2-40), P16, (expresión de P16), Ki-67 
(alto índice proliferativo), miR-203 (expresión de miR-203), miR-205 (expresión de miR-205). 
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6 COMPARACIÓN ENTRE EL GRUPO DE CEC CLÁSICO Y EL GRUPO DE 
ENFERMEDAD DE BOWEN Y CARCINOMA BOWENOIDE 
 
El CEC es un proceso en múltiples fases, que se inicia en la piel normal y evoluciona hasta 
un carcinoma intraepitelial (queratosis actínica y enfermedad de Bowen). El motivo de incluir 
pacientes con enfermedad de Bowen en el estudio se debió a que durante el análisis de los 
datos observamos diferencias entre el grupo con enfermedad de Bowen y el grupo de CEC 
típico. Además, vimos que unos cuantos tumores invasores, clasificados como “carcinomas 
bowenoides” (CB) tuvieron unas características que, histopatológicamente y desde el punto de 
vista molecular, les conferían mucho más parecido con la enfermedad de Bowen que con el 
resto de los CEC; y en ese punto pensamos que debíamos analizar dicho grupo por separado, a 
pesar de que el tamaño de la muestra fuera pequeño.  
 
6.1 Nivel de expresión de miRNA determinados por hibridación in situ 
en tejidos en parafina en nuestra cohorte de CB 
 
En el caso del miRNA-205, en 14 casos la tinción fue negativa o escasa y únicamente en 
3 casos fue moderada o intensa. En relación con el miRNA-203, en 18 casos la tinción fue nula 
o escasa y únicamente en 1 caso la tinción fue moderada o intensa. 
 
6.2 Relaciones entre el grupo de CEC clásico y el grupo de enfermedad 
de Bowen y “carcinoma bowenoide” 
 
Las diferencias principales entre el CEC clásico y el “CEC bowenoide/enfermedad de 
Bowen” se recogen en la (Tabla 69). Brevemente, en relación con el grado de diferenciación, 
los 20 casos del grupo del “CEC bowenoide” fueron indiferenciados, con células de gran 
tamaño, en algunos casos con citoplasma claro, mitosis abundantes, núcleos grandes, 
nucléolos prominentes, pleomorfismo celular y ausencia de puentes intercelulares, frente a 
sólo un 19,4% (19/98) en el grupo de CEC clásico. En este último grupo, la mitad de los casos 
tuvieron un grado de diferenciación moderado y el 30,6% (30/98) fueron bien diferenciados. 
En los casos de enfermedad de Bowen, en los que la capa basal se encontraba respetada, las 
células basales fueron pequeñas y cuboidales, y contrastaron claramente con las células 










Figura 132: Enfermedad de Bowen y carcinoma bowenoide: Enfermedad de Bowen en la imagen de la 




Figura 133: Histopatlogía de enfermedad de Bowen. Carcinoma intraepitelial con invasión de los 
folículos pilosebáceos (a y c). Intenso pleomorfismo celular a expensas de células de gran tamaño, con 
nucleos irregulares y mitosis (b). 
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De los 12 tumores invasivos presentes en el grupo de enfermedad Bowen y carcinoma 
bowenoide, “grupo bowenoide” de ahora en adelante, más del 90% (10/11) presentaron un 
patrón de crecimiento expansivo, frente al 26% (25/96) en el grupo de CEC clásico. Ninguno 
tuvo un patrón de crecimiento infiltrativo frente a un 56,3% (54/96) en el grupo de CEC clásico, 
y menos del 10% presentaron un patrón de crecimiento mixto frente a un 17,7% (17/96) en el 
grupo de CEC típico. Las diferencias fueron estadísticamente significativas (P < 0,0001).  
 
 
Figura 134: Carcinoma bowenoide y enfermedad de Bowen:  Carcinoma bowenoide, sobre enfermedad 
de Bowen, en mejilla izquierda (a). El estudio dermopatológico muestra un carcinoma indiferenciado con 
crecimiento expansivo (b). A mayor detalle la proliferación intraepidérmica de células tumorales en las 
áreas de carcinoma “in situ” (enfermedad de Bowen) (c). 
Figura 135: Carcinoma bowenoide. Tumoración indiferenciada de células claras con crecimiento 
expansivo. 




Respecto a la queratosis actínica asociada al tumor, ésta se presentó en un 72,9% de los 
CEC clásicos (70/96), frente a un 50% en el “grupo Bowen” (10/20) (P = 0,044).  
 
Con respecto a la infiltración perineural, sin alcanzar la significación estadística, hubo una 
diferencia clara (P = 0,065) entre estos dos grupos. Así, ninguno de los casos del “grupo 
bowenoide” exhibió infiltración perineural (obviamente, esto no podía suceder en los casos 
intraepiteliales, pero tampoco pasaba en los 12 casos de “carcinoma bowenoide” invasor), 
frente a un 22,7% de casos del grupo de CEC típico (22/97). En relación con la desmoplasia, 
frente a un 19,38% de tumores del “grupo de CEC clásico” (19/98)  en las que se objetivó, no 
existió ningún caso en la enfermedad de Bowen y “carcinoma bowenoide” con estos rasgos (P 
= 0,040). 
 
En cuanto a la comparación de marcadores proteínicos y de miRNA entre los dos grupos, 
en este punto se demostraron diferencias estadísticamente significativas para varios de los 
marcadores analizados como AE1, P16, D2-40 y una tendencia estadística para VIMENTINA 
(Tabla 69). Además, fueron muy evidentes las diferencias en la expresión de los miRNA-205 y 
miRNA-203 entre ambos grupos. Así, frente a un 75,3% de los tumores del grupo CEC típico 
que expresaron AE1 (70/93), un 94,4% de los casos lo expresaron en el “grupo Bowen” (17/18)  
(P = 0,024). En relación con la expresión de P16, frente a un 58,9% que tuvieron una expresión 
negativa de este marcador en el grupo de CEC típico (56/95), la proporción bajó hasta el 27,8% 
en el “grupo bowenoide” (5/18). Las diferencias fueron estadísticame nte significativas (P = 
0,015). La expresión de D2-40 también exhibió diferencias marcadas entre los dos grupos. Así, 
frente a un 59,6% con expresión negativa para este marcador en el grupo del CEC típico 
(56/94), casi el 90% presentaron expresión negativa en el “grupo Bowen” (89,5%, 17/19; P = 
0,013). En relación con la expresión de VIMENTINA, globalmente, ésta se expresó más en el 
grupo del CEC típico y menos en el “grupo bowenoide”, aunque no se alcanzó la significación 
estadística (P = 0,070) (Tabla 69). En el grupo bowenoide la expresión de P63 fue muy 








Figura 136: Inmunohistoquímica en el carcinoma bowenoide. Expresión intensa de E-CADHERINA, EGFR 
y P63. Ausencia de expresión de miRNA-203, con un patrón de expresión inverso al de P63. Se aprecia  
expresión aberrante (citoplásmica) de EGFR.  
 




En cuanto a la expresión diferencial de miRNA entre ambos grupos, existieron diferencias 
estadísticamente significativas en la expresión del miRNA-203 y miRNA-205. Así, frente a un 
56,4% de tumores del grupo de CEC típico que  no expresaron el miRNA-203 (53/94), el 90% de 
los casos del “grupo bowenoide” no lo hicieron (18/20) (P = 0,05). Estas diferencias son 
interesantes puesto que en los tumores del “grupo bowenoide”, las células tienden a no 
diferenciarse y, efectivamente, el miRNA-203 juega un papel fundamental a este respecto en el 
desarrollo de la estratificación de la piel y los epitelios en general. Sobre este punto 
profundizaremos en el apartado de la discusión. En el caso del miRNA-205, en cambio, frente a 
un 62,8% de tumores en el grupo del CEC clásico (59/94) que lo expresaron, sólo el 30% del 





Figura 137: Expresión del miRNA-203 en la enfermedad de Bowen: Pérdida de expresión de miRNA-203. 

















Figura 138: Expresión de miRNA-203 y miRNA-205 en el carcinoma bowenoide. Pérdida de expresión de 














CEC EB/CECB P 
Grado de diferenciación 
Bueno 30 0 
0,0001 Moderado 49 0 
Indiferenciado 19 20 
Patrón de crecimiento 
Expansivo 26 10 
0,0001 
Infiltrativo 54 0 
Mixto 17 1 
No aplicable 0 9 
Queratosis actínica asociada a tumor 
Sí 70 10 
0,044 
No 26 10 
Infiltración perineural 
Sí 22 0 
0,065 
No 75 20 
Desmoplasia 
Sí 19 0 
0,040 
No 79 20 
D2-40 
Nulo 56 17 
0,013 
No Nulo 38 2 
P16 
Nulo 56 5 
0,015 
No Nulo 39 13 
 
Tabla 69: Tabla que muestra las diferencias más significativas entre los grupos de CEC típico y 
bowenoide encontradas en nuestro estudio. CEC (carcinoma epidermoide cutáneo), EB/CECB 
(enfermedad de Bowen/carcinoma epidermoide cutáneo bowenoide). 
  




7 RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE ESTE TRABAJO DE TESIS 
DOCTORAL EN FUNCIÓN DE LOS OBJETIVOS 
 
El objetivo global de esta tesis doctoral fue definir mejor el pronóstico del CEC. A 
continuación presentamos un resumen de los resultados obtenidos por objetivo específico 
(Figura 5 y Figura 48). 
 
7.1 Resumen de los resultados del OBJETIVO 1: Definición del 
pronóstico del CEC a partir de características clínico-patológicas 
(nivel 1)  
 
El objetivo 1 de esta tesis doctoral consistió en definir el pronóstico del CEC en función de 
las asociaciones del nivel clínico-patológico. Para ello, definimos asociaciones entre distintas 
características clínico-patológicas y evaluamos la capacidad de dichas características para 
definir el pronóstico de forma individual y colectiva mediante modelos de análisis 
multivariante. Así, se identificaron como rasgos clínico-patológicos de alto riesgo en el CEC y se 
relacionaron con el desarrollo de eventos de mala evolución clínica durante el seguimiento los 
siguientes: el tamaño horizontal y espesor tumorales, la infiltración perineural y linfovascular, 
el grado de diferenciación, el patrón de crecimiento, la ulceración, la desmoplasia, la recidiva 
local, la localización de alto riesgo, el sexo femenino, la velocidad de crecimiento y la presencia 
de infiltrados inflamatorios. 
 
7.1.1 Asociaciones entre distintas características clínico-patológicas  
 
El tamaño y el espesor del CEC correlacionaron entre sí (Figura 59). Un tamaño tumoral 
mayor se relacionó con una velocidad de crecimiento más alta. El espesor se asoció con la 
presencia de infiltración perineural, con el patrón de crecimiento infiltrativo y con el grado 
pobre de diferenciación del CEC.  
 
El grado pobre de diferenciación se relacionó con el patrón de crecimiento infiltrativo, 
con la presencia de infiltración perineural y linfovascular, con la desmoplasia y con la 
ulceración. Por otro lado, los tumores indiferenciados exhibieron más frecuentemente un 
infiltrado inflamatorio intratumoral intenso y un infiltrado inflamatorio peritumoral escaso o 
ausente. Además, los tumores pobremente diferenciados presentaron un mayor espesor 
(Tabla 21).  




La infiltración perineural se relacionó con el grado pobre de diferenciación, el patrón de 
crecimiento infiltrativo, la infiltración linfovascular, la presencia de desmoplasia, la ulceración y 
un espesor tumoral mayor (Tabla 25). La infiltración linfovascular se relacionó con el grado 
pobre de diferenciación, el patrón de crecimiento infiltrativo, la ulceración, estadios tumorales 
mayores al diagnóstico (según la clasificación alternativa del Brigham and Women’s Hospital), 
con la presencia de infiltración perineural y tendió a ser más frecuente en los tumores que 
presentaron estroma desmoplásico (Tabla 26).  
 
La desmoplasia se relacionó con la infiltración perineural, con el grado pobre de 
diferenciación, el patrón de crecimiento infiltrativo, la ulceración y tendió a asociarse con 
tumores de mayor tamaño y espesor. A pesar de no estar incluido en el estadiaje del CEC, la 
presencia de desmoplasia se asoció a estadios tumorales mayores al diagnóstico. Desde otro 
punto de vista, los tumores con desmoplasia exhibieron más a menudo ausencia o escaso 
infiltrado inflamatorio peritumoral (Tabla 23). 
 
El patrón de crecimiento infiltrativo se relacionó con la presencia de infiltración 
perineural y linfovascular, así como con el espesor y tamaño tumorales, con el grado pobre de 
diferenciación y con la desmoplasia. A pesar de no ser un parámetro incluido en los sistemas 
de estadiaje del CEC, el patrón de crecimiento infiltrativo se asoció a estadios tumorales más 
altos al diagnóstico. Además, los tumores con patrón de crecimiento infiltrativo exhibieron 
más a menudo un infiltrado inflamatorio intratumoral intenso. Por otro lado, los tumores con 
patrón de crecimiento expansivo tendieron a diagnosticarse más precozmente  (Tabla 22). 
 
La ulceración del tumor se relacionó con el mayor tamaño y espesor tumorales, la 
infiltración perineural y linfovascular, el patrón de crecimiento infiltrativo, el grado pobre de 
diferenciación y, en general, con estadios tumorales más avanzados al diagnóstico. Los 
tumores ulcerados exhibieron más frecuentemente un infiltrado inflamatorio intratumoral 
intenso (Tabla 24). 
 
El infiltrado inflamatorio intratumoral intenso se relacionó con parámetros de mal 
pronóstico en el CEC, como el grado pobre de diferenciación, el patrón de crecimiento 
infiltrativo, la presencia de ulceración, el mayor tamaño del tumor y estadios tumorales 
mayores al diagnóstico. El infiltrado inflamatorio peritumoral intenso se asoció con la 
ausencia de desmoplasia, estadios tumorales más bajos al diagnóstico y con el buen grado de 
diferenciación. Además, tendió a relacionarse con la ausencia de infiltración perineural, con el 
patrón de crecimiento expansivo y con tumores de menor espesor (Tabla 27).  
 
La velocidad de crecimiento mayor de 5 mm/mes se relacionó positivamente con un 
mayor tamaño tumoral y, de forma negativa, con el tiempo hasta el diagnóstico del tumor. El 
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tiempo hasta el diagnóstico del tumor mayor de 2 meses se asoció a tumores con mayor 
espesor y también con patrón de crecimiento no expansivo (Tabla 28). 
 
7.1.2 Características clínico-patológicas que definen el pronóstico del CEC de 
forma individual: análisis univariante  
 
El tamaño se relacionó con el desarrollo de eventos de mala evolución clínica 
considerados de forma global y con la recidiva local.  El espesor se asoció a un mayor riesgo de 
eventos de mala evolución clínica durante el seguimiento de manera global e, individualmente, 
con un mayor riesgo de recidiva local, de metástasis ganglionares y de progresión del TNM 
durante el seguimiento (Tabla 29). 
 
El grado pobre de diferenciación se relacionó con eventos de mala evolución clínica 
durante el seguimiento de forma global y, específicamente, con la progresión ganglionar y del 
TNM (Tabla 29). 
 
La infiltración perineural se asoció con el desarrollo de eventos de mala evolución 
clínica durante el seguimiento y, específicamente, con la presencia de recidiva local, metástasis 
ganglionares y con la progresión del TNM. La infiltración linfovascular se asoció con el 
desarrollo de eventos de mala evolución clínica de manera global y, específicamente, se asoció 
al desarrollo de recidiva local, al desarrollo de metástasis ganglionares y a la progresión del 
TNM durante el seguimiento, aunque no de manera independiente de otros factores de riesgo 
(Tabla 29). 
 
La localización de alto riesgo del tumor se relacionó con el desarrollo de eventos de 
mala evolución clínica y, específicamente, con el desarrollo de metástasis ganglionares y con el 
aumento del estadiaje durante el seguimiento edel CEC (Tabla 29). 
 
La recidiva local se asoció con una serie de características del tumor primario, incluidas 
un mayor estadio T al diagnóstico, el patrón de crecimiento infiltrativo, la presencia de 
desmoplasia, la ulceración, la infiltración perineural y la linfovascular, así como con el mayor 
tamaño y espesor tumorales, y con la extirpación incompleta del tumor primario. Además, la 
recidiva local se relacionó con el sexo femenino (Tabla 29). 
 
La desmoplasia se asoció a un mayor riesgo de recidiva local. El patrón de crecimiento 
infiltrativo y la ulceración se asociaron al desarrollo de eventos de mala evolución clínica 
durante el seguimiento y, concretamente, con el desarrollo de recidiva local, de metástasis 
ganglionares y de progresión del TNM (Tabla 29).  
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El infiltrado inflamatorio intratumoral intenso se relacionó con un acortamiento del 
intervalo hasta el desarrollo de metástasis ganglionares. Por otro lado, se asoció a eventos de 
mala evolución clínica y, en concreto, a la progresión ganglionar y a la progresión del estadio 
TNM durante el seguimiento (Tabla 29).  
 
La velocidad de crecimiento mayor de 5 mm/mes se relacionó, de manera 
independiente, con un acortamiento del periodo libre de enfermedad y con una menor 
latencia hasta el desarrollo de metástasis ganglionares (Tabla 28). El estado inmunitario del 
paciente se asoció a un acortamiento del periodo libre de enfermedad, aunque su influencia 
fue menor que la de la velocidad de crecimiento. 
 
7.1.3 Características clínico-patológicas que definieron el pronóstico del CEC 
de forma combinada: Modelos multivariantes 
 
En el modelo de regresión logística que tuvo en cuenta los factores clínico-patológicos 
relacionados con el pronóstico del CEC, el desarrollo de eventos de mala evolución clínica, 
considerados de forma global se explicó a partir de la presencia de infiltración perineural y 
ulceración, y de la localización del tumor primario en un área de alto riesgo (Tabla 31).  
 
La recidiva local estuvo determinada por la presencia de infiltración perineural y por el 
sexo femenino del paciente (Tabla 32). Aunque el sexo femenino no es un factor de riesgo 
independiente reconocido del desarrollo de recidiva local en el CEC, en nuestro estudio sí se 
demostró y de hecho, no existieron diferencias en términos de grado de diferenciación, patrón 
de crecimiento, localización, tamaño, espesor, desmoplasia, presencia de infiltración 
perineural y linfovascular entre los tumores de hombres y mujeres en nuestra serie de 
pacientes. Por su parte, el desarrollo de metástasis ganglionares durante el seguimiento quedó 
definido por el pobre grado de diferenciación y la localización del tumor primario en un área 
de alto riesgo (Tabla 33). Por otra parte, el desarrollo de recidiva local del tumor primario, el 
pobre grado de diferenciación y la localización del tumor primario en una zona de alto riesgo 
fueron los factores de riesgo independientes de la progresión del TNM durante el seguimiento 
(Tabla 34). 
 
Al considerar también los infiltrados inflamatorios en el análisis multivariante, 
encontramos que el desarrollo de eventos de mala evolución clínica durante el seguimiento 
considerados de manera global se explicó a partir de la presencia de infiltración perineural, de 
la localización del tumor en un área de alto riesgo y de la presencia de un infiltrado 
inflamatorio intratumoral intenso (Tabla 35). Por su parte, la recidiva local, el pobre grado de 
diferenciación y el infiltrado inflamatorio intratumoral intenso fueron los factores de riesgo 
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independientes de la progresión ganglionar en nuestro estudio (Tabla 36), al igual que de la 
progresión del TNM (Tabla 37). 
  
 Al considerar las variables clínico-patológicas para predecir la latencia hasta el 
desarrollo de eventos de mala evolución clínica mediante regresión de Cox, la velocidad de 
crecimiento mayor de 5 mm / mes se identificó como el único factor de riesgo independiente 
del acortamiento del intervalo libre de enfermedad y del acortamiento de la latencia hasta el 
desarrollo de metástasis ganglionares (Tabla 43).   
 
7.1.4 Evaluación de la utilidad de los sistemas de estadiaje más utilizados en 
la actualidad en el CEC para definir mejor el pronóstico de la 
enfermedad   
 
Los sistemas de estadiaje actuales son útiles pero resultan incompletos para definir el 
pronóstico del CEC, por lo que es necesario mejorarlos. Aunque el estadio del tumor se asoció 
al desarrollo de eventos de mala evolución clínica en el CEC de manera global y, 
específicamente, a cada de uno de los eventos por separado, su capacidad predictiva no fue la 
misma en todos ellos. Según nuestro estudio, los eventos de mala evolución clínica 
considerados de manera global quedaron mejor definidos por el sistema de estadiaje 
alternativo del Brigham and Women’s Hospital y por el sistema basado en el espesor 
tumoral (Tabla 38). El estadiaje alternativo del Brigham and Women’s Hospital fue superior 
a los otros dos para predecir el riesgo de recidiva local durante el seguimiento (Tabla 39); y el 
sistema basado en el espesor fue mejor para definir la progresión ganglionar en el CEC (Tabla 
40). El sistema basado en el espesor y el sistema de estadiaje de la AJCC fueron superiores al 
estadiaje alternativo del Brigham and Women’s Hospital para predecir progresión del TNM 
durante el seguimiento en el CEC a partir de los datos de nuestro estudio (Tabla 41).    
 
 
7.2 Resumen de los resultados del OBJETIVO 2: Identificación de 
marcadores proteicos (nivel 2) cuya expresión en el tumor primario 
se relacionó con el pronóstico del CEC  
 
El objetivo 2 pretendió definir el pronóstico del CEC en función de las asociaciones del 
nivel de marcadores proteicos, solos o en combinación con características cl ínico-patológicas 
del CEC. Para ello, definimos asociaciones entre la expresión de distintos marcadores proteicos 
y su capacidad para definir características clínico-patológicas de forma individual y en 
combinación. 





7.2.1 Asociaciones entre las proteínas analizadas en el CEC 
 
La expresión diferencial de E-CADHERINA, VIMENTINA, P53, P16, CXCR4, D2-40 y AE-1 
en diferentes áreas del tumor demostró que los CEC son tumores heterogéneos (Tabla 51). 
 
La expresión de E-CADHERINA se relacionó inversamente con la expresión de 
VIMENTINA, P63, CD44 y CXCR4 (Tabla 44). 
 
La expresión de VIMENTINA se relacionó directamente con la expresión de P63 y 
CXCR4 e inversamente con la expresión de E-CADHERINA (Tabla 45). 
 
La expresión de P63 se relacionó positivamente con la expresión de VIMENTINA y Ki-67 
y negativamente con la expresión de E-CADHERINA (Tabla 46). 
 
La expresión de CD44 se asoció positivamente con la expresión de EGFR, con la de E-
CADHERINA y con la expresión de múltiples queratinas (detectadas mediante el anticuerpo 
pan-queratinas AE-1) (Tabla 47). 
 
CXCR4 se relacionó directamente con la expresión de VIMENTINA, P63 y AE-1 e 
inversamente con la expresión de E-CADHERINA (Tabla 48). 
 
La expresión de EGFR se asoció positivamente con la expresión de Ki-67, CD44, con la 
expresión intensa de CXCR4 y con la positividad de AE-1 (Tabla 49). 
 
Los cambios genómicos determinados por FISH de EGFR se asociaron con su sobre -
expresión determinada por inmunohistoquímica (Figuras 98,99). 
 
La expresión de D2-40 se asoció con la expresión de VIMENTINA y con la expresión 
intensa de CXCR4 (Tabla 50). 
 
La positividad para el anticuerpo pan-queratinas AE-1 se relacionó positivamente con 
la expresión intensa de CXCR4 y de EGFR, y con la positividad de E-CADHERINA. 
 
El índice proliferativo (Ki-67) se relacionó positivamente con la expresión de 
VIMENTINA y P63, y con la expresión intensa de EGFR (Figura 100). 
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7.2.2 Asociación de las proteínas evaluadas en el CEC y características 
clínico-patológicas del tumor 
 
El grado pobre de diferenciación del CEC se relacionó con la menor expresión de E-
CADHERINA, con una mayor expresión de VIMENTINA y CXCR4. Se relacionó con la expresión 
de P63 y con el patrón aberrante de expresión de EGFR (Tabla 53). 
 
La expresión de D2-40 se relacionó con la ulceración y la desmoplasia, y el patrón de 
crecimiento infiltrativo tendió a relacionarse con la expresión de CD44 (Tabla 53). 
 
La infiltración linfovascular se relacionó con la expresión de VIMENTINA y CXCR4. Por 
su parte, la presencia de infiltración perineural se relacionó también con la expresión intensa 
de CXCR4 y, curiosamente, con la expresión de E-CADHERINA en la zona indiferenciada del 
tumor (Tabla 53). 
 
Los tumores con índices proliferativos altos tuvieron lógicamente una velocidad de 
crecimiento mayor (Tabla 28). 
 
7.2.3 Proteínas que definieron el pronóstico del CEC de forma individual: 
análisis univariante  
 
La expresión de VIMENTINA y D2-40 tendieron a asociarse con el desarrollo de eventos 
de mala evolución clínica de forma global y, en concreto, se relacionó con el  desarrollo de la 
recidiva local (Tabla 54).  
 
La expresión intensa de EGFR se asoció con el desarrollo de metástasis ganglionares y 
con la progresión del TNM durante el seguimiento. La expresión de P16, en la zona 
diferenciada del tumor, y la expresión de CD44 en la zona indiferenciada, también se 
relacionaron con eventos de mala evolución clínica, concretamente con el desarrollo de 
metástasis ganglionares (Tabla 54).  
 
7.2.4 Proteínas que definieron el pronóstico del CEC de manera combinada: 
Modelos multivariantes 
 
Cuando se combinaron los datos obtenidos del análisis univariante de los marcadores 
proteicos con los de las variables clínico-patológicas con importancia en el diagnóstico del 
tumor, el desarrollo de metástasis ganglionares quedó definido por la inte nsa expresión de 
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EGFR en el tumor primario y el pobre grado de diferenciación como factores de riesgo 
independientes de dicho evento (Tabla 56). A su vez, el pobre grado de diferenciación, la 
presencia de infiltración perineural y la expresión intensa de EGFR fueron los factores de riesgo 
independientes de progresión del TNM seleccionados por el modelo (Tabla 57). 
 
 Por otro lado, al considerar los marcadores proteicos en combinación con las variables 
clínico-patológicas a la hora de definir la latencia hasta el desarrollo de eventos, comprobamos 
que la expresión de D2-40 fue el único factor de riesgo independiente del acortamiento del 
intervalo libre de enfermedad y de la latencia hasta el desarrollo de metástasis ganglionares. 
Por su parte, la latencia hasta la recidiva local quedó definida por la expresión de D2-40 y por 
el estado inmunitario del paciente (Tabla 59).  
 
7.3 Resumen de los resultados del OBJETIVO 3: Análisis del nivel 3 
(miRNAs) y relación con factores pronósticos en el CEC   
 
El objetivo 3 de este trabajo pretendió definir el pronóstico del CEC en función de los 
miRNA identificados, solos o en combinación con características clínico-patológicas del CEC y/o 
la expresión de distintos marcadores proteicos.   
 
7.3.1 Identificación  del patrón de expresión diferencial de miRNAs en 
distintas fases de progresión del CEC en un panel de líneas celulares. 
Elección de miRNA-205 y miRNA-203  
 
Se identificó el patrón de expresión diferencial de miRNA entre distinas fases de progresión del 
CEC en un panel de líneas celulares de origen murino, obtenidas en distitas fases evolutivas de 
la enfermedad. Asi, identificamos 39 miRNAs expresados de forma diferencial entre las líneas 
celulares del CEC con fenotipo escamoso y de fenotipo fusiforme  (Tabla 60). Además, 
encontramos 44 miRNAs expresados diferencialmente entre las líneas celulares no tumorales y 
aquellas líneas procedentes de CEC. Entre los miRNA expresados de forma diferencial elegimos 
el miR-205 y el miR-203 por su interés en la homeóstasis de la piel, para evaluar 
posteriormente su valor como marcadores pronósticos de la enfermedad (Tabla 61). 
 
Mediante QPCR demostramos que miRNA-205 se encuentra infraexpresado en el 
grupo de líneas celulares más fusiformes (A5, D3, H11, CarB y CarC), en comparación con el 
resto de las líneas celulares del panel; y, también infraexpresado, pero en un grado menor, 
entre las líneas celulares no malignas (C5N, NK, MSCP1, P6) y las derivadas de tumores 
malignos con buena diferenciación epitelial (PDV, PDVC57, B9, E4). MiR-203 se encontró 
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infrarregulado en líneas celulares malignas, tanto escamosas como fusiformes, en 
comparación con las líneas celulares no malignas (Figura 109). 
 
El miRNA-203 tendió a expresarse en la piel normal en capas más altas del epitelio y el 
miRNA-205 en estratos basales y suprabasales (Figura 112). El miRNA-203 tendió a 
expresarse en las áreas más diferenciadas de los CEC, mientras que el miRNA-205 tendió a 
hacerlo en las áreas más invasivas. Existieron, además, diferencias entre la intensidad de 
expresión de ambos miRNA, tanto a nivel global como en el frente de invasión del CEC.  
 
7.3.2 Relación entre los niveles de expresión de miRNA-203 y miRNA-205 en 
el tumor primario con características clínico-patológicas  
 
Los niveles de expresión de miRNA-205 y de miRNA-203 se asociaron a características 
clínico-patológicas en el CEC. El miRNA-203 se asoció con la ausencia de desmoplasia, el patrón 
de crecimiento expansivo y un buen grado de diferenciación. La expresión del miRNA-203 en el 
frente de invasión se asoció a tumores más pequeños y con menor espesor. El miRNA-205 se 
relacionó con la presencia de desmoplasia, el patrón de crecimiento infiltrativo, el grado pobre 
de diferenciación, con la presencia de infiltración perineural, con la ulceración y con estadios 
tumorales más altos al diagnóstico (Tabla 64,  65).  
 
7.3.3 Relación de la expresión de miRNA-203 y miRNA-205 con la de otros 
marcadores proteicos analizados en este trabajo 
 
La expresión de miRNA-203 y miRNA-205 se asoció con la expresión de P63. Así, 
cuando P63 se expresó, tendió a hacerlo el miRNA-205 y a no expresarse el miRNA-203, y 
viceversa. Por otro lado, la expresión de miRNA-205 se relacionó inversamente con la 
expresión de E-CADHERINA y de CD44, y tendió a hacerlo de forma positiva con la expresión de 
VIMENTINA (Tabla 64, 65).  
 
7.3.4 Pronóstico de CEC relacionado con la expresión de miRNAs: análisis 
univariante 
 
La expresión del miR-205 se relacionó con un mayor riesgo de recidiva local del tumor 
primario durante el seguimiento (Tabla 64). La expresión de miR-203 se asoció a un mayor 
tiempo hasta el desarrollo de la recidiva local (Figura 124).  




7.3.5 Comparación de la QPCR y la hibridación in situ como técnicas de 
análisis de la expresión de miRNAs en el CEC  
 
La hibridación in situ sobre muestras en parafina fue una técnica más eficiente que la 
QPCR para encontrar asociaciones entre la expresión de miRNAs con otras variables y con el 
pronóstico de la enfermedad.   
 
7.4 Resumen de los resultados del OBJETIVO 4. Identificación de 
clústers de pacientes con diferente pronóstico 
 
El objetivo 4 pretendió definir clústeres de pacientes con CEC de diferente pronóstico, 
en función de las asociaciones encontradas en los distintos niveles indicados. Para ello, se 
incluyeron los miRNAs validados (miRNA-203 y miRNA-205) y factores estudiados de los 
diferentes niveles clínico-patológicos y moleculares, en un biplot logístico multinomial.  
 
El miRNA-205 y el miRNA-203 ayudaron a identificar subgrupos con distinto 
pronóstico en el CEC. Así, mientras miRNA-203 se expresó más frecuentemente en tumores 
que exhibieron una mejor evolución clínica y un pronóstico más favorable, el miRNA-205 se 
expresó con más frecuencia en tumores con peor pronóstico (Tabla 68, Figuras 127-130).  
 
7.5 Resumen de los resultados del OBJETIVO 5. Comparación del CEC 
clásico con el CEC bowenoide/enfermedad de Bowen  
 
El objetivo 5 evaluó si las diferentes niveles de asociaciones estudiadas se relacionaron 
entre sí de forma distinta en diferentes formas histopatológicas de CEC, con el fin de 
determinar si se trataba de entidades clínicas diferentes. En este estudio, nos hemos centrado 
en estudiar si esos niveles de interacciones fueron distintos en el CEC clásico versus el CEC 
bowenoide/enfermedad de Bowen.   
 
Los resultados mostraron que el grupo de carcinomas que derivaron de la enfermedad 
de Bowen fueron, con mayor frecuencia, pobremente diferenciados y exhibieron un patrón de 
crecimiento expansivo, así como ausencia de desmoplasia y de infiltración perineural. Por otro 
lado, la presencia de queratosis actínica asociada a  la enfermedad de Bowen y al carcinoma 
que derivaba de placas de enfermedad de Bowen, se vio con menos frecuencia en esta entidad 
que en el resto de los CEC (Tabla 69). 




La expresión diferencial de proteínas y miRNA, unida a las características clínicas de la 
enfermedad, sugieren que la enfermedad de Bowen y el “carcinoma bowenoide” podrían 
pertenecer a un subgrupo de carcinomas queratinocíticos distinto al resto de los carcinomas 































El carcinoma epidermoide cutáneo (CEC) es la segunda forma de cáncer más frecuente en 
humanos después del carcinoma basocelular (CBC) y puede ser localmente agresivo y 
metastatizar (Rowe et al., 1992). Existen diversos factores clínico-patológicos de reconocido 
valor pronóstico en el CEC, como el tamaño y el espesor tumorales (Veness et al., 2006), el 
grado de diferenciación (Brinkman et al., 2014), la presencia de infiltración perineural 
(Leibovitch et al., 2005) o la recidiva local (Clayman et al., 2005); y otros en los que existe una 
menor evidencia pero que también se han asociado a un peor pronóstico en este tumor, como 
el patrón de crecimiento infiltrativo (Breuninger et al., 1997), la presencia de ulceración 
(Cherpelis et al., 2002), la desmoplasia (Brantsch et al., 2008) o la velocidad de crecimiento 
rápida (Fitzpatrick and Harwood, 1985). Inicialmente, evaluamos todos esos factores clínico-
patológicos en nuestra serie de tumores y demostramos su relación con el pronóstico en este 
tumor, en algunos casos con independencia de otros factores riesgo.  
 
Por otro lado, y a pesar de que el conocimiento de las características clínico-patológicas del 
tumor se ha ido progresivamente incrementando en los últimos años, existe una falta de 
marcadores moleculares que ayuden a definir mejor el pronóstico de estos tumores. En este 
sentido, evaluamos en nuestra serie de tumores diferentes marcadores moleculares 
relacionados con el desarrollo del cáncer en general, y con el CEC en particular, aunque su 
influencia real sobre el pronóstico del CEC sea limitada en la mayoría de los casos. 
Posteriormente, comparamos la expresión de estas moléculas con características clínico-
patológicas y evolutivas de los tumores, lo que permitió comprobar el valor pronóstico de 
algunos de esos marcadores y, en algunos casos, su valor pronóstico independiente de otros 
factores de riesgo.  
 
Además, estudiamos la expresión diferencial de miRNAs, en un panel de líneas celulares que 
representan las diferentes fases de evolución del CEC. Teniendo en cuenta los miRNAs con una 
expresión diferencial entre las líneas celulares de diferentes fases de la enfermedad, y la 
información procedente de la literatura, se seleccionaron el miRNA-203 (Lena et al., 2008) y el 
miRna-205 (Wang et al., 2013a) para su evaluación por hibridación in situ en nuestra serie de 
tumores humanos. Así se estudio su distribución según la heterogeneidad histopatológica de 
los tumores y se evaluó su asociación con las características clínico-patológicas y moleculares 
de los mismos. Por último, demostramos que la expresión diferencial de miRNA-203 y de 
miRNA-205 identifica subgrupos de carcinoma epidermoide con distinto valor pronóstico.   
 
Finalmente, comparamos nuestra serie de CECcon una pequeña serie de casos de enfermedad 
de Bowen y de CEC que se habían originado sobre una enfermedad de Bowen (carcinoma 
bowenoide). A partir de las diferencias de expresión de diferentes moléculas, incluidos los 
miRNAs, entre ambos grupos sugerimos que la enfermedad de Bowen y en carcinoma 
bowenoide podrian tener un origen diferente al del resto de los CEC. 
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1 FACTORES PRONÓSTICOS CLÍNICO-PATOLÓGICOS EN EL CEC 
 
1.1 Características clínico-patológicas del CEC con valor pronóstico 
reconocido 
 
Existen una serie de características clínico-patológicas en el CEC primario que de 
acuerdo con la literatura, son útiles para predecir el pronóstico de la enfermedad por su 
asociación con eventos de mala evolución clínica. Entre ellas están el tamaño tumoral 
(entendido, como hemos indicado, como diámetro mayor de la superficie tumoral), el espesor, 
el grado de diferenciación, la infiltración perineural, y la localización del tumor (Rowe et al., 
1992). La recidiva local del tumor primario es otro factor de mal pronóstico en el CEC, no sólo 
porque en sí misma representa un evento de mala evolución clínica, sino también porque 
predispone a otros eventos de mala evolución, como el desarrollo de metástasis.  
 
Pasamos a continuación a discutir nuestros resultados sobre estas características 
tumorales, en cuanto a su utilidad como factores pronósticos de la enfermedad en relación 
con lo descrito en la literatura. 
 
1.1.1 El tamaño y el espesor tumorales 
 
Por su relación entre tamaño y espesor tumorales, vamos a considerar ambos en el 
mismo apartado, aunque separadamente. Ciertamente, ambos suelen correlacionar 
positivamente (Veness et al., 2006), lo que hemos ratificado en nuestro estudio (Figura 59). 
Tanto el tamaño como el espesor tumorales se han identificado como factores de riesgo 
independientes de la recurrencia local y de metástasis en el CEC (Roozeboom et al., 2012). 
 
a. El tamaño tumoral  
 
El tamaño del tumor primario, definido como el diámetro mayor de la superficie visible 
del mismo, ha sido descrito en diferentes estudios como un factor pronóstico importante 
relacionado con el desarrollo de eventos de mala evolución clínica en el CEC (Clayman et al., 
2005; Cherpelis et al., 2002; Kraus et al., 1998; Rowe et al., 1992). Así, el tamaño del tumor se 
ha relacionado con el riesgo de desarrollar metástasis ganglionares. En este sentido, se han 
establecido varios posibles puntos de corte en el tamaño tumoral para identificar los tumores 
con mayor riesgo de producir diseminación locorregional (Moore et al., 2005). La mayoría de 
las referencias han establecido en 2 cm el punto de corte a partir del que los pacientes 
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tendrían un riesgo más alto de desarrollar progresión ganglionar (Breuninger et al., 1990; 
Clayman et al., 2005; Cherpelis et al., 2002; Kraus et al., 1998; Rodolico et al., 2004; Rowe et 
al., 1992). Por este motivo, también se ha tomado ese valor como referencia en la clasificación 
TNM de la AJCC (Farasat et al., 2011). Además, existe evidencia de la relevancia de este punto 
de corte en diversos estudios mediante análisis multivariante (Carter et al., 2013; Schmults et 
al., 2012). Por todo ello, también hemos tomado esta referencia de 2 cm en el tamaño tumoral 
como punto de corte de mal pronóstico en nuestro estudio. 
 
En nuestro trabajo no se demostró relación entre un tamaño del tumor mayor de 2 cm 
y el riesgo de metástasis ganglionares (Tabla 29). De hecho, siete tumores de los que 
desarrollaron progresión ganglionar tenían un diámetro menor de 2 cm, lo que  sugiere que 
otros factores, aparte del diámetro tumoral, deben tener un papel relevante en el pronóstico 
del CEC. Algunos trabajos han sugerido que el tamaño por sí solo tendría un escaso valor 
predictivo de metástasis (Nolan et al 2005). De hecho, en una serie grande de pacientes 
tratados de metástasis ganglionares por CEC (n=266), se obtuvo una mediana de tamaño 
tumoral de 1,5 cm, lo que les hizo sugerir que, incluso en pacientes con lesiones relativamente 
pequeñas, el riesgo de metástasis puede ser significativo (Veness et al., 2006). En nuestro 
estudio la mediana del tamaño tumoral fue de 1,95 cm en el grupo de tumores que no 
desarrolló metástasis ganglionares, y de 2 cm en el grupo que desarrolló metástasis, lo que 
pone de manifiesto la escasa capacidad del tamaño tumoral para discriminar entre CEC de bajo 
y alto riesgo.  
 
El tamaño horizontal del tumor sí se relacionó con el desarrollo de eventos de mala 
evolución clínica durante el seguimiento y, en concreto, con el desarrollo de recidiva local en el 
análisis univariante (Tabla 29). Si bien, no se demostró su independencia como factor 
predictivo de mala evolución en el estudio multivariante, probablemente debido a su 
covariación con otras variables de alto riesgo, como el patrón de crecimiento infiltrativo, el 
mayor espesor del tumor y la infiltración perineural. Así, el mayor tamaño tumoral también se 
ha asociado a la presencia de infiltración perineural en otros estudios (Carter et al., 2013). 
 
Por otra parte, encontramos una asociación directa entre el tamaño horizontal del 
tumor y su velocidad de crecimiento (algo que discutiremos más adelante de  una manera más 
detallada) (Tabla 28), aunque no demostramos una relación entre el tamaño y el tiempo hasta 
el diagnóstico del CEC. En otros estudios, un retraso superior a 18 meses hasta el tratamiento 
quirúrgico, se ha relacionado con el mayor tamaño tumoral (Renzi et al., 2010); algo que, sin 
embargo, no se ha demostrado en otro estudio reciente (Kricker et al., 2014) y que nosotros 
tampoco hemos comprobado en nuestra serie. Nuestros datos sugieren que el tamaño del 
tumor no depende tanto del tiempo en que la lesión es dejada sin tratamiento,  como de la 
velocidad de crecimiento del tumor per se.  
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b. El espesor  tumoral 
 
El espesor tumoral se ha relacionado con mal pronóstico en el CEC en diferentes 
estudios (Brantsch et al., 2008; Breuninger et al., 1990; Breuninger et al., 1997). En nuestro 
trabajo, el espesor del tumor primario se asoció positivamente con un mayor tamaño tumoral 
(Figura 59), la presencia de un patrón de crecimiento infiltrativo (Tabla 22), la infiltración 
perineural (Tabla 25) y el grado pobre de diferenciación (Tabla 21), todos ellos factores de mal 
pronóstico conocidos en el CEC (Brantsch et al., 2008; Clayman et al., 2005; Cherpelis et al., 
2002). Por otra parte, el espesor tumoral también se relacionó con el desarrollo de eventos de 
mala evolución clínica durante el seguimiento y, de manera específica, con la recidiva local, el 
desarrollo de metástasis ganglionares y con la progresión del TNM, en el análisis univariante 
(Tabla 29).  
 
En nuestro estudio establecimos el punto de corte en 2 mm de espesor, que es el que 
considera como factor de riesgo de mala evolución del CEC la clasificación TNM de la AJCC 
(Farasat et al., 2011). Si bien, en el modelo multivariante, el espesor no permaneció como 
factor de riesgo independiente del desarrollo de dichos eventos de mala evolución clínica. Se 
ha publicado que, en general, los tumores de menos de 2 mm de profundidad tienen un riesgo 
escaso de desarrollar eventos de mala evolución clínica si han sido adecuadamente extirpados 
(Brantsch et al., 2008; Breuninger et al., 1997; Martorell-Calatayud et al., 2013).  
 
Otras variables clínico-patológicas que se introdujeron en el modelo de análisis 
multivariante junto al espesor para predecir la evolución del CEC (y con las que el éste 
presentó covariación), sí fueron seleccionadas por el modelo como factores predictores de 
mala evolución. Ese fue el caso del grado pobre de diferenciación y la infiltración perineural. 
Ello sugiere que dichas variables tendrían, al menos con nuestros datos, un mayor valor 
predictivo que el espesor si se tiene en cuenta el punto de corte en 2 mm, como hemos 
considerado nosotros. Hay que tener en consideración que se han publicado otros puntos de 
corte de espesor tumoral como más específicos en cuanto a su capacidad para predecir 
eventos de mala evolución en el CEC (Brantsch et al., 2008). Si bien, nosotros hemos tomado el 
punto de corte de 2 mm por ser el que se ha empleado también en otros estudios en los que 
se ha basado la AJCC para establecer la clasificación TNM del CEC (Farasat et al., 2011). Así, 
otros trabajos han establecido en 4-5 mm el punto de corte más sensible para diferenciar 
tumores con bajo y alto riesgo de diseminación sistémica (Dinehart and Pollack, 1989; Kraus et 
al., 1998; Rodolico et al., 2004; Stein and Tahan, 1994). En general, como hemos indicado, los 
tumores con menos de 2 mm de espesor tienen una probabilidad casi nula de desarrollar 
metástasis (Breuninger et al., 1997); incluso hasta los 4 mm la probabilidad de metástasis 
continúa siendo baja en el CEC (Frierson and Cooper, 1986; Onercl  et al., 2000); mientras que a 
partir de 5 mm dicha probabilidad se incrementa significativamente (Breuninger et al., 1997). 
Así, en una serie de 266 pacientes con CEC de cabeza y cuello y con metástasis linfáticas, se 
demostró una mediana de espesor tumoral de 6 mm, si bien más del 65% de los tumores 
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tuvieron un espesor superior a 4 mm (Veness et al., 2006). En nuestro estudio la mediana del 
espesor fue de 8 mm en el grupo de pacientes que desarrollaron metástasis ganglionares, y de 
5,75 mm en el grupo de tumores que no las desarrollaron (Tabla 29); el tiempo de seguimiento 
fue superior a 5 años en todos los casos. Si tenemos en cuenta los eventos de mala evolución 
de manera global, la mediana del espesor fue de 5,25 mm en el grupo que no desarrolló 
eventos de mala evolución, y de 8 mm en el grupo que sí los desarrolló (Tabla 29). Lo que es 
más, ningún tumor con un espesor menor de 2 mm desarrolló eventos de mala evolución 
durante el seguimiento en nuestro estudio, lo que parece sugerir que éste no es un punto de 
corte útil para discriminar el riesgo de metástasis en el CEC. 
 
También en este contexto, un estudio prospectivo con un número elevado de casos de 
CEC (n = 653) estableció tres puntos de corte para el espesor con interés pronóstico (menos de 
2 mm, de 2 a 6 mm y más de 6 mm) (Brantsch et al., 2008). En ese estudio el espesor fue el 
factor de riesgo independiente más importante en el pronóstico del CEC,  teniendo en cuenta 
estos puntos de corte, y sugirieron un estadiaje nuevo del tumor en base a su espesor. Serían 
T1 los CEC menores de 2mm de espesor; T2, los de 2 a 6 mm de espesor; y T3, los de más de 6 
mm. Estos autores además sugirieron que los tumores con desmoplasia y los presentes en 
pacientes inmunodeprimidos debían identificarse también como de alto riesgo (Brantsch et al., 
2008). Aparte del espesor del CEC en mm, también se ha analizado el valor pronóstico de la 
profundidad de la invasión tumoral propiamente (Clayman et al., 2005; Cherpelis et al., 2002; 
Rowe et al., 1992) y se ha identificado como un factor de riesgo del desarrollo de metástasis 
independiente en algunos estudios (Clayman et al., 2005).  
 
En nuestro estudio, encontramos una correlación clara entre el tamaño y el espesor 
tumorales, tal y como se ha demostrado en otros trabajos (Veness et al., 2006) (Figura 59). Se 
ha propuesto que dado que no todos los tumores gruesos metastatizan, es posible que 
aquellos tumores de un diámetro de superficie dado que tengan un menor espesor posean una 
menor tendencia a diseminar (Veness et al., 2006). En cualquier caso, la importancia del 
tamaño y el espesor tumorales como factores de alto riesgo de mala evolución clínica en el 
CEC es evidente; aunque el hecho de que los puntos de corte a la hora de considerar el espesor 
no estén bien definidos, y el hecho de que en muchas historias clínicas puedan faltar datos 
fiables del tamaño tumoral, pueden restarles valor predictivo. Pero dada su posible utilidad, 
estos estudios y nuestros resultados resaltan la importancia de completar las historias clínicas 
con estos datos de la forma más precisa posible. 
 
1.1.2 El grado de diferenciación 
 
El grado de diferenciación tumoral es un factor pronóstico conocido en el CEC desde 
hace años (Brantsch et al., 2008; Brinkman et al., 2014; Cherpelis et al., 2002; Frierson and 
Cooper, 1986; Kyrgidis et al., 2010; Rowe et al., 1992). En nuestro estudio, los tumores 
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pobremente diferenciados se asociaron al desarrollo de eventos de mala evolución clínica de 
manera global y, específicamente, con un mayor riesgo de metástasis ganglionares y de 
progresión del estadio TNM de la AJCC (Tabla 29). Se comprobó además que los tumores 
pobremente diferenciados exhibieron con mayor frecuencia un patrón de crecimiento 
infiltrativo y un estroma desmoplásico (Tabla 21). Además, presentaron más frecuentemente 
infiltración perineural y linfovascular, y ulceración superficial del epitelio (Tabla 21). Por otra 
parte, los tumores pobremente diferenciados con mayor frecuencia presentaron un mayor 
espesor (Tabla 21). En nuestro estudio, el grado pobre de diferenciación fue además factor de 
riesgo independiente del desarrollo de metástasis ganglionares en el análisis multivariante 
(Tabla 33).  
 
El grado pobre de diferenciación es un factor de riesgo del desarrollo de eventos de 
mala evolución clínica. Se utiliza para modificar el estadio T del tumor, según la clasificación 
TNM de la AJCC de 2010, que pasa de T1 a T2 en caso de que se cumplan dos factores de 
riesgo, uno de los cuales puede ser el grado pobre de diferenciación (Farasat et al., 2011). 
Varios estudios han demostrado asociación entre el grado pobre de diferenciación del CEC y el 
desarrollo de metástasis (Breuninger et al., 1990; Breuninger et al., 1997; Cherpelis et al., 
2002; Frierson et al., 1988; Petter and Haustein, 1998; Rowe  et al., 1992; Veness et al., 2006); 
incluso con independencia de otros factores de riesgo (Brantsch et al., 2008; Brinkman et al., 
2014; Kyrgidis et al., 2010). En nuestro estudio, más de la mitad de los casos con metástasis 
ganglionares procedieron de tumores pobremente diferenciados, que representaron menos 
del 20% de los tumores de nuestra serie. En el  análisis multivariante, el grado pobre de 
diferenciación tumoral confirió un riesgo 5,28 veces superior de desarrollar metástasis 
ganglionares (Tabla 33), y de 6,88 veces de desarrollar progresión del estadio de la clasificación 
TNM de la AJCC (Tabla 34). Sin embargo, el CEC también puede metastatizar 
independientemente de su grado de diferenciación histopatológica (Veness et al., 2006). 
Según nuestro estudio, el grado pobre de diferenciación es, por tanto, un factor de riesgo 
independiente de progresión en el CEC, algo que parece también evidente en otros trabajos 
(Brinkman et al., 2014; Kyrgidis et al., 2010). En este sentido, hay que tener en cuenta que, a 
pesar de que un tumor se encuentre bien extirpado, el que sea pobremente diferenciado le 
otorga un mayor riesgo de desarrollar eventos de mala evolución clínica durante el 
seguimiento, por lo que es preciso prestar una mayor atención al seguimiento de pacientes 
con CEC pobremente diferenciados.   
 
1.1.3 La infiltración perineural 
 
En nuestro estudio, la infiltración perineural se relacionó con el desarrollo de eventos 
de mala evolución clínica durante el seguimiento y, específicamente, con la presencia de 
recidiva local, metástasis ganglionares y la progresión de la clasificación TNM (Tabla 29). La 
infiltración perineural se relacionó también en este trabajo, con otros factores de mal 
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pronóstico clínico-patológicos reconocidos por otros estudios, como el grado pobre de 
diferenciación (Brantsch et al., 2008; Jambusaria-Pahlajani et al.; Karia et al., 2013b), el patrón 
de crecimiento infiltrativo (Cherpelis et al., 2002; Frierson and Cooper, 1986), la presencia de 
desmoplasia (Brantsch et al., 2008), un espesor tumoral mayor (Brantsch et al., 2008; 
Roozeboom et al., 2012) y un mayor tamaño (Carter et al., 2013) (Tabla 25). En el análisis 
multivariante la infiltración perineural fue un factor de riesgo independiente de la aparición de 
recidiva local (Tabla 32) y del desarrollo de eventos de mala evolución clínica considerados de 
forma global (Tabla 31). 
 
La presencia de infiltración perineural se encuentra entre el 2,5% y el 5% de los CEC 
(Rowe et al., 1992) y, en algunos casos, se ha demostrado que ocurre como hallazgo incidental 
hasta en el 10% de los mismos (Clayman et al., 2005). En nuestra cohorte, la infiltración 
perineural se encontró un 23,4 % de los tumores, pero ello no refleja la incidencia real de este 
fenómeno en el CEC; en nuestro trabajo fue mucho más alta debido al diseño ambispectivo del 
estudio, que incluyó tumores de mala evolución conocida. La infiltración perineural se incluye 
en la última edición del estadiaje del CEC de la AJCC como una característica de alto riesgo de 
mala evolución (Farasat et al., 2011). Ciertamente, varios estudios han demostrado que la 
infiltración perineural se asocia al riesgo de recidiva local y metástasis en el CEC (Adams et al., 
2014; Carter et al., 2013; Verburg et al., 2014). Así, Goepfert et al. demostraron un incremento 
del riesgo de metástasis ganglionares y a distancia en los CEC que exhibieron infiltración 
perineural (Goepfert et al., 1984). Además, se ha demostrado que es un factor de riesgo 
independiente de supervivencia (Kyrgidis et al., 2010). A pesar de ello, sorprende que algunos 
de los últimos estudios más consistentes sobre CEC no hayan evaluado su influe ncia (Brantsch 
et al., 2008). 
 
Como hemos indicado, la infiltración perineural se ha propuesto como factor de riesgo 
de recidiva local del CEC en varios estudios. En algunos de ellos, el valor de la infiltración 
perineural se ha demostrado como factor de riesgo independiente en análisis multivariantes 
(Balamucki et al., 2011; Kyrgidis et al., 2010; Schmults et al., 2013), aunque en otros no 
(Campoli et al., 2014; Leibovitch et al., 2005). También se ha llegado a estudiar la influencia del 
grosor de los filetes nerviosos infiltrados sobre el pronóstico de los CEC (Carter et al., 2013; 
Ross et al., 2009); así,  parece que la infiltración perineural de filetes más gruesos (> 0,1 mm) se 
ha relacionado con un pronóstico más desfavorable. Pero los autores son cautos y establecen 
que el mayor riesgo de progresión y muerte en esos tumores, también pudiera deberse a otros 
factores de riesgo asociados, debido a la ausencia de resultados concluyentes en el análisis 
multivariante (Carter et al., 2013). En nuestro estudio, hemos demostrado relación entre la 
presencia de infiltración perineural y el mal pronóstico de la enfermedad, aunque sin tener en 
cuenta el grosor de los filetes nerviosos infiltrados, cuya influencia estamos pendientes de 
evaluar. La infiltración perineural se asoció con todos los eventos de mala evolución clínico-
patológica en el análisis univariante (Tabla 29). Además, en el estudio multivariante también 
demostramos que es un factor de riesgo independiente del desarrollo de recidiva local. Así, la 
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presencia de infiltración perineural en el tumor primario otorgó un riesgo 6,05 veces mayor de 
desarrollar cualquier evento de mala evolución durante el seguimiento (Tabla 31) y, en 
concreto, de 12,75 veces mayor de presentar recidiva local  (Tabla 32).  
 
Por otra parte, se ha publicado que existe una mayor incidencia de metástasis 
ganglionares y a distancia en tumores con infiltración perineural (Cherpelis et al., 2002; 
Frierson and Cooper, 1986; Goepfert et al., 1984; Moore et al., 2005), y se ha relacionado con 
una menor supervivencia y un mayor riesgo de muerte relacionada con el CEC (Clayman et al., 
2005; Schmults et al., 2013). En nuestro estudio, la infiltración perineural se asoció a un mayor 
riesgo de metástasis en el análisis univariante, aunque no pudimos demostrar su 
independencia en el análisis multivariante. No evaluamos la relación entre la presencia de 
infiltración perineural y la mortalidad asociada a CEC, por el escaso número de pacientes que 
habían fallecido por este tumor al finalizar el estudio (n = 5).  
 
En definitiva, la infiltración perineural parece un claro factor relacionado con el 
pronóstico del CEC. Por un lado, se ha relacionado con un mayor riesgo de recidiva local 
(Balamucki et al., 2011), algo que también hemos demostrado en nuestro estudio con 
independencia de otros factores de riesgo. Por otro, se ha relacionado con un mayor riesgo de 
metástasis (Moore et al., 2005), lo que también hemos demostrado en nuestro estudio en el 
análisis univariante; y por último, con un mayor riesgo de muerte por enfermedad en el CEC 
(Schmults et al., 2013).  
 
1.1.4 La localización 
 
Se ha publicado que las áreas que muestran una mayor incidencia de CEC metastásicos 
son el pabellón auricular y el labio (Veness et al., 2006). Otras localizaciones, que se podrían 
considerar de riesgo intermedio, incluirían el cuero cabelludo (principalmente la sien), el área 
perineal y genital, y las partes acras (manos y pies) (Clayman et al., 2005). Por otra parte, es 
importante tener en cuenta que los tumores que surgen en áreas no fotoexpuestas como el 
periné, la región sacra y las plantas de los pies, presentan mayor frecuencia de metástasis que 
las zonas de fotoexposición crónica (Motley et al., 2002). Según un estudio clásico de factores 
pronósticos en el CEC, se estableció que la localización se asocia con la frecuencia de 
diseminación. Así, las zonas con CEC de más riesgo de diseminación en orden creciente son:1) 
lugares expuestos al sol (excluyendo labio y oreja); 2) labio; 3) oreja; 4) zonas no expuestas; y 
5) áreas previamente radiadas o sometidas a daño térmico, úlceras crónicas, enfermedad de 
Bowen o procesos inflamatorios crónicos (Rowe et al., 1992). En la serie publicada por 
Brantsch et al., no se demostró que la localización en el labio inferior incrementara el riesgo de 
mestástasis, lo que les llevó a destacar la relevancia del espesor del tumor como marcador 
pronóstico de la enfermedad (Brantsch et al., 2008). Sin embargo, en la séptima edición de la 
AJCC (American Joint Commitee on Cancer) de estadiaje del CEC, se incluyen las localizaciones 
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de oreja y labio inferior dentro de los factores pronósticos (Metchnikoff et al., 2012). En 
general, se asume que el labio inferior y la oreja son localizaciones de alto riesgo para el 
desarrollo de metástasis en el CEC. Las lesiones en o en torno a la oreja se consideran que 
tienen una incidencia más alta de metástasis ganglionares (Afzelius et al., 1980; Lee et al., 
1996; Rowe et al., 1992). Incluso algunos autores defienden como tratamiento preventivo la 
disección ganglionar en pacientes seleccionados de alto riesgo que tienen lesiones localizadas 
en la oreja o en la región preauricular (Lai et al., 2002; Lee et al., 1996; Tavin and Persky, 1996; 
Yoon et al., 1992). No obstante, existen otras localizaciones que, aunque no confieran un 
riesgo equivalente a las anteriores, también incrementan el riesgo de metástasis. La National 
Comprehensive Cancer Network (NCCN) reconoce como localizaciones de alto riesgo en el CEC 
el labio inferior, la oreja, la región preauricular, la nariz, el párpado y la sien. 
 
En nuestro estudio, hemos considerado como localizaciones de alto riesgo las que 
reconoce la NCCN. En este contexto, 46 casos (46,8 %) se localizaron en áreas de alto riesgo. 
Observamos que, efectivamente, estas localizaciones se asociaron a una mayor probabilidad 
de sufrir metástasis ganglionares y progresión en general, así como a un mayor riesgo de 
eventos de mala evolución clínica considerados de globalmente, en el análisis univariante, 
aunque no se asociaron a un mayor riesgo de recidiva local del tumor (Tabla 29). La 
localización de alto riesgo se asoció también con eventos de mala evolución clínica en el 
análisis multivariante y confirió un riesgo 4,42 veces mayor de desarrollar cualquier evento de 
mala evolución clínica durante el seguimiento (Tabla 31), y 18,85 veces mayor de desarrollar 
progresión del TNM (Tabla 34). Nuestro estudio, por tanto, confirma la importancia de la 
localización en el CEC y demuestra que, independientemente de otros factores de riesgo 
asociados, la localización del tumor primario otorga un riesgo mayor de complicaciones en esta 
enfermedad. 
 
1.1.5 La recidiva local 
 
La frecuencia de recidiva local en el CEC varía, según las series, entre un 8 y un 13 % de 
los casos (Brantsch et al., 2008; Eroglu et al., 1996; Mourouzis et al., 2009; Petter and 
Haustein, 1998; Roozeboom et al., 2012; Rowe et al., 1992; Weinberg et al., 2007); y se 
reconoce de forma unánime como un factor de mal pronóstico en el CEC. En nuestra serie 
hubo 12 casos que desarrollaron recidiva local durante el seguimiento (el 12,24 %); aunque, 
como hemos indicado, esta proporción puede encontrarse sesgada debido a que el diseño del 
estudio no fue puramente prospectivo. El tiempo hasta la recidiva local varió en nuestra serie 
desde los 2,5 a los 14 meses. Resulta sorprendente que los tumores que desarrollaron recidiva 
local más precozmente presentaban márgenes quirúrgicos libres tras su extirpación, en los 
cortes evaluados.  
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Como hemos indicado, la recidiva local se considera un factor de mal pronóstico en el 
CEC y por ello, suele evaluarse en los estudios sobre factores pronósticos del CEC, y también 
de otros tumores. Los CEC recurrentes tienden a ser de mayor tamaño que los tumores 
primarios y se asocian con más frecuencia a infiltración perineural, infiltración linfovascular e 
infiltración del tejido celular subcutáneo (Clayman et al., 2005). Además, los tumores 
recurrentes tienen un mayor riesgo de volver a recurrir localmente que los tumores primarios 
(Clayman et al., 2005), probablemente debido a la mayor frecuencia de factores de riesgo de 
mal pronóstico que asocian. En nuestro caso no se evaluó el tumor secundario –recurrente-, 
sino el tumor primario que dio lugar a la recidiva local. No obstante, evaluar los CEC que han 
recurrido y su comparación con los tumores primarios podría arrojar más luz sobre las 
características y el pronóstico de este evento de mala evolución clínica. Los tumores que 
desarrollan recidiva local también se asocian a mayor riego de metástasis ganglionares 
(Cherpelis et al., 2002; Veness et al., 2006). Por todo ello, predecir el desarrollo de la recidiva 
local es un objetivo esencial en diversos estudios de factores pronósticos del CEC (Roozeboom 
et al., 2012). 
 
En nuestro estudio, la recidiva local se relacionó con una serie de características del 
tumor primario, incluidas un mayor estadio T al diagnóstico, patrón de crecimiento infiltrativo, 
desmoplasia, la ulceración superficial, infiltración perineural y linfovascular, así como con 
tumores primarios más grandes y de mayor espesor (Tabla 29). Además, la recidiva local se 
relacionó con el sexo femenino (algo que discutiremos más adelante). En el análisis 
multivariante, los factores independientes de riesgo de recidiva local fueron solamente la 
infiltración perineural y el sexo femenino (Tabla 32). La infiltración perineural confirió un 
riesgo 12,75 veces mayor de recidiva local en los tumores que la presentaban. Respecto al sexo 
femenino, lo discutiremos en detalle en el apartado correspondiente de esta discusión.  
 
El espesor y el tamaño tumorales se han demostrado como factores de riesgo de 
recidiva local en otros estudios (Dinehart and Peterson, 2005; Roozeboom et al., 2012); 
especialmente el espesor tumoral y la desmoplasia fueron factores de riesgo independientes 
en una cohorte grande de pacientes a la que ya nos hemos referido previamente en esta 
discusión (Brantsch et al., 2008). Además, la recidiva local se ha relacionado en otros estudios 
con la invasión de estructuras más profundas (Clayman et al., 2005) y con localizaciones de 
labio inferior y pabellón auricular (Quaedvlieg et al., 2006; Rowe et al., 1992). La recidiva local 
se ha asociado también a la extirpación incompleta del tumor primario (Huang and Boyce, 
2004; Veness, 2007). En nuestro estudio, ya hemos indicado que los tumores que recurrieron 
precozmente habían exhibido márgenes quirúrgicos libres de tumor en el estudio 
histopatológico lo que pone de manifiesto la necesidad de definir de manera más adecuada y 
consensuada los márgenes quirúrgicos en el CEC (Brodland and Zitelli, 1992; de Visscher et al., 
2002; Huang and Boyce, 2004; Thomas et al., 2003).  
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En nuestro trabajo, la infiltración perineural se relacionó claramente con el riesgo de 
recidiva local, tanto en el análisis univariante (Tabla 29) como en la regresión logística (Tabla 
32). Otros estudios ya demostraron la independencia de la infiltración perineural como factor 
de riesgo de recidiva local en el CEC (Balamucki et al., 2011; Kyrgidis et al., 2010); pero en 
otros, no se relacionó con la presencia de recidiva local (Roozeboom et al., 2012). Sorprende 
que, a pesar de que la infiltración perineural forma parte de los criterios de estadiaje de la 
AJCC y de la UICC, otros estudios importantes no hayan evaluado la asociación de la infiltración 
perineural como factor de riesgo sobre la recidiva local (Brantsch et al., 2008). 
 
Ya en los años 80 un estudio demostró diferencias significativas entre el riesgo de 
progresión ganglionar en tumores primarios y tumores que habían recurrido localmente (15% 
vs 2%)(Grover et al., 1989). Poco después, una revisión sistemática clásica que evaluó los 
factores de riesgo en el CEC, demostró a partir de los datos de otros estudios previamente 
publicados, que la incidencia de metástasis ganglionares era más alta en l os tumores que 
habían desarrollado una recidiva local en el labio inferior y la oreja (Rowe et al., 1992). Otros 
estudios más recientes han demostrado que la recidiva local se asocia a un mayor riesgo de 
metástasis ganglionares en el CEC (Cherpelis et al., 2002; Dean et al.; Veness et al., 2006). En 
nuestro estudio demostramos mediante análisis multivariante que la recidiva local es un factor 
independiente de riesgo de progresión del CEC, y que su presencia incrementa en 6,8 veces la 
probabilidad de progresión del TNM (Tabla 34). 
 
1.2 Características clínico-patológicas y epidemiológicas del CEC con 
valor pronóstico probable 
 
Existen otras características clínico-patológicas y epidemiológicas del CEC con valor 
pronóstico probable, según la literatura, como son la desmoplasia y el patrón de crecimiento 
(Brantsch et al., 2008; Cherpelis et al., 2002). Pasamos a discutirlas, arreglo a los resultados 
obtenidos en este trabajo de tesis doctoral. 
 
1.2.1 Desmoplasia  
 
La desmoplasia en el CEC ha sido considerada una característica de tumores más 
agresivos (Brantsch et al., 2008). La incidencia de desmoplasia en el CEC varía de unos estudios 
a otros, aunque en los dos estudios prospectivos más consistentes que han evaluado este 
fenómeno en el CEC fue del 7,4 % (Breuninger et al., 1997) y del 8,3 % (Brantsch et al., 2008). 
En nuestro estudio, demostramos la presencia de desmoplasia en un 19,3 % de los tumores, lo 
que como ya hemos indicado, no refleja realmente la frecuencia de este hallazgo en el CEC, 
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sino que es más alto por el diseño del trabajo. En general, se considera que la desmoplasia es 
un hallazgo poco frecuente en el CEC (Brantsch et al., 2008). 
 
La presencia de desmoplasia se ha relacionado con un mayor riesgo de progresión 
tumoral en el CEC en un estudio con 184 pacientes (Petter and Haustein, 1998); con tumores 
localmente agresivos en otro estudio con 73 pacientes (Salmon et al., 2011); y con un riesgo 6 
veces superior de metástasis ganglionares y 10 veces más alto de recidiva local, ambos en un 
estudio llevado a cabo sobre 594 pacientes (Breuninger et al., 1997). En otro estudio, un 
análisis multivariante demostró que la desmoplasia fue un factor de riesgo independiente para 
el desarrollo de recidiva local (n = 623 pacientes) (Brantsch et al., 2008). A pesar del posible 
valor de la desmoplasia como factor histopatológico de alto riesgo en el CEC,  ésta no se ha 
considerado hasta el momento en la definición del estadiaje evolutivo de estos tumores (Karia 
et al., 2013b).  
 
En nuestro estudio, la desmoplasia se relacionó con varios factores de mal pronóstico. 
Concretamente, con la presencia de infiltración perineural, al grado pobre de diferenciación y, 
especialmente, al patrón de crecimiento infiltrativo (Tabla 23), lo que de alguna manera, ya se 
había reconocido en trabajos anteriores (Salmon et al., 2011). Además, se relacionó con un 
riesgo mayor de recidiva local del tumor en el análisis univariante  (Tabla 29). No obstante, no 
se demostró su valor como factor predictor independiente en el análisis multivariante, aunque 
existen otros estudios que sí lo han hecho (Brantsch et al., 2008). En este sentido, serán 
necesarios nuevos estudios de validación para valorar la influencia real de la desmoplasia en el 
pronóstico del CEC y sobre todo, su independencia real como factor de alto riesgo. En cuanto a 
su asociación con otros factores histopatológicos, en nuestro estudio, la presencia de 
desmoplasia se relacionó de forma importante con la infiltración perineural y con el patrón de 
crecimiento infiltrativo. No obstante, el trabajo más consistente en el que se evaluó la 
desmoplasia como factor pronóstico del CEC y a partir del cual se concluyó su independencia 
como factor de riesgo de la recidiva local, no evaluó estas otras características en los tumores 
estudiados (Brantsch et al., 2008). Sería, por lo tanto, útil evaluar la desmoplasia junto con 
otros factores de riesgo histopatológicos relacionados con el desarrollo de recidiva local con 
los que ésta puede co-variar, con el fin de demostrar su independencia real.  
 
Además, resulta especialmente interesante y poco conocida la biología tumoral 
relacionada con la desmoplasia, prácticamente no estudiada en el CEC, aunque mejor conocida 
en otros tumores. En general, el microambiente tumoral se ha estudiado poco en el CEC, y su 
mejor conocimiento ayudaría a conocer mejor el comportamiento biológico y evolutivo del 
CEC. En este sentido, TGF-beta se ha identificado como un factor molecular relacionado con el 
desarrollo del cáncer y tiene un reconocido papel en el microambiente tumoral (Massague, 
2012; Pickup et al., 2013; Wakefield and Hill, 2013), así como en estados pro-fibróticos (Chen 
et al., 2011; Henderson and Sheppard, 2012; Kulkarni et al., 2011), por lo que sería interesante 
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evaluar su papel en el desarrollo de la desmoplasia en el CEC y, en este sentido, tenemos la 
idea de llevar a cabo estudios en el futuro.  
 
1.2.2 Patrón de crecimiento infiltrativo  
 
En estudios ya antiguos se identificó el patrón de crecimiento como un factor 
pronóstico en el CEC (Frierson and Cooper, 1986; Frierson et al., 1988). También se ha 
demostrado la existencia de asociación entre patrón de crecimiento infiltrativo y tumores más 
pobremente diferenciados, infiltración perineural, mayor espesor (Frierson and Cooper, 1986), 
y una mayor frecuencia de desmoplasia (Salmon et al., 2011). Más recientemente, el patrón de 
crecimiento infiltrativo se ha relacionado con mal pronóstico en el carcinoma epidermoide oral 
(Cherpelis et al., 2002; Soland et al., 2008). La presencia o ausencia de un componente 
infiltrativo en el frente de invasión del CEC se discutió en la elaboración de las guías clínicas de 
la NCCN®. Algunos autores reconocieron este parámetro como un factor de riesgo. Sin 
embargo, los patólogos integrantes del comité que elaboró la última actualización de las guías 
de la NCCN® este mismo año 2015, defendieron que ese parámetro histopatológico se 
correlaciona con el grado de diferenciación, y lo consideraron una característica descriptiva 
que no es referida rutinariamente en los informes. Por este motivo, el patrón de crecimiento 
infiltrativo fue excluido como factor de riesgo en la última actualización de dichas  guías 
(NCCN, 2015). 
 
En nuestro estudio, el patrón de crecimiento se relacionó con varios factores de mal 
pronóstico del CEC, de acuerdo con otros trabajos publicados, como son la infiltración 
perineural (Frierson and Cooper, 1986) y linfovascular, el espesor (Frierson and Cooper, 1986) 
y el tamaño tumorales, con la desmoplasia, algo más recientemente observado (Salmon et al., 
2011), y con el grado pobre de diferenciación (Frierson and Cooper, 1986) (Tabla 22). Dado 
que el tamaño y el espesor tumorales correlacionan fuertemente entre sí, no sólo en nuestro 
trabajo, sino también en otros estudios (Veness et al., 2006), no es de extrañar que el patrón 
de crecimiento infiltrativo también se asocie al tamaño horizontal del tumor. En el análisis 
univariante, el patrón de crecimiento infiltrativo se relacionó con el desarrollo de eventos de 
mala evolución clínica, y específicamente con la recidiva local, el riesgo de metástasis 
ganglionares y la progresión de la clasificación TNM durante el seguimiento (Tabla 29). El 
patrón de crecimiento infiltrativo se ha identificado como factor de riesgo de metástasis en el 
CEC (Cherpelis et al., 2002), aunque sin demostrarse su independencia con un análisis 
multivariante. No es de extrañar que dado que el patrón de crecimiento infiltrativo se asocia a 
varios factores de alto riesgo en el CEC, se asocie también con el desarrollo de metástasis. No 
obstante, en el análisis multivariante no demostramos que el patrón de crecimiento f uera un 
factor de riesgo independiente de predicción de eventos de mala evolución clínica. En este 
sentido, parece ser un factor de mal pronóstico pero co-varía con otros factores también de 
mal pronóstico a los que se asocia y que, probablemente, tengan una mayor influencia a la 
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hora de definir comportamiento del CEC. Por otro lado, en nuestra serie el patrón de 
crecimiento infiltrativo afectó a más de la mitad de los tumores (n = 52), lo que puede haber 
reducido la capacidad de discriminación de este factor.  
 
Es necesario tener en cuenta que el patrón de crecimiento no se ha estudiado 
extensamente en series grandes de pacientes con CEC y en este sentido, sería interesante 
evaluarlo en series más numerosas. Lo más importante en el patrón de crecimiento no es el 
aspecto descriptivo, sino el diferente comportamiento potencial de las áreas infiltrativas del 
tumor. Un mejor conocimiento del comportamiento de las áreas infiltrativas y de sus 
diferentes aspectos biológicos, podría ayudar a definir mejor el componente del tumor 
responsable de las metástasis y de la recidiva local. Por todo ello, una evaluación más 
exhaustiva del patrón de crecimiento en el CEC y específicamente, del componente celular del 
frente de invasión de estos tumores, parece un punto pendiente que podría ser interesante 
desarrollar en el futuro.  
 
1.2.3 La ulceración  
 
La ulceración, definida como una solución de continuidad en el epitelio tumoral, se ha 
estudiado poco en el CEC. Se ha demostrado que la ulceración es un factor pronóstico 
independiente importante en otras formas de cáncer de piel, como el melanoma (Balch et al., 
2009). Se desconoce la frecuencia de la ulceración en el CEC, pero en un estudio reciente se ha 
visto que los tumores ulcerados se han asociado a una reducción de la supervivencia (Kricker 
et al., 2014). A pesar de que se ha descrito que, en general, los tumores ulcerados tienden a 
ser más grandes (Kricker et al., 2014), y acumulan otros factores de mal pronóstico asociados, 
la relevancia de la ulceración como factor de riesgo de una menor supervivencia sólo se ha 
demostrado en un único trabajo (Petter and Haustein, 1998). Posteriormente, otros estudios 
han evaluado también la influencia de la ulceración en el pronóstico del CEC, pero sin 
encontrar una relación clara con este (Clayman et al., 2005). Estudios posteriores, con grandes 
series de pacientes, no han evaluado la ulceración en el CEC y su potencial relación con el 
pronóstico. La ulceración es un parámetro no incluido dentro de los factores de riesgo 
modificadores del estadio T en la última clasificación de la AJCC del año 2010 (Farasat et al., 
2011) ni en el estadiaje alternativo del Brigham and Women's Hospital (BWH)(Karia et al., 
2013b) y tampoco se reconoce dentro de los factores de riesgo del NCCN.  
 
En nuestra serie de pacientes se comprobó ulceración en 53 tumores y se demostró en el 
análisis univariante correlación con varios parámetros clínico-patológicos de mal pronóstico, 
como fueron con el mayor tamaño y espesor tumorales, la infiltración perineural y 
linfovascular, el patrón de crecimiento infiltrativo, el grado pobre de diferenciación y, en 
general, con estadios tumorales más avanzados (Tabla 24). La presencia de ulceración se ha 
relacionado con un elevado índice mitótico (Petter and Haustein, 1998), aunque nosotros no lo 
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hemos demostrado, y con una cierta tendencia a asociarse con espesor tumoral (Petter and 
Haustein, 1998). Además, se ha relacionado con la velocidad de crecimiento (Kricker et al., 
2014), con la que tampoco hemos encontrado asociación. No obstante, encontramos que la 
velocidad de crecimiento y el índice proliferativo sí se encuentran relacionados en nuestro 
estudio. La correlación de la ulceración con otros factores de mal pronóstico no ha sido 
convenientemente evaluada. En nuestro estudio además, la presencia de ulceración en el 
tumor se relacionó con el desarrollo de eventos de mala evolución considerados de forma 
global y, específicamente, con la recidiva local y el desarrollo de metástasis  (Tabla 29). 
Demostramos además, en un modelo multivariante, que la asociación de la ulceración con 
eventos de mala evolución clínica fue independiente de otros factores de riesgo, de modo que 
la presencia de ulceración se asoció a un incremento del riesgo de 5,95 veces de desarrollar 
algún evento de mala evolución clínica (Tabla 31). Pensamos que la ulceración debería ser un 
parámetro evaluado en series más largas de pacientes, para intentar validar nuestros 
resultados que claramente, indican que la ulceración puede ser un factor predictivo de mal 
pronóstico en el CEC. 
 
1.2.4 El sexo femenino puede ser un factor de riesgo independiente del 
desarrollo de recidiva local  
 
El sexo no es un factor de riesgo reconocido en el CEC. Algunos estudios relacionan el 
sexo masculino con una mayor frecuencia de metástasis (Brougham et al., 2012b) o con 
tumores de mayor tamaño (Clayman et al., 2005); aunque esos trabajos no han confirmado 
que el sexo masculino sea un factor de riesgo independiente mediante estudios multivariantes 
(Brougham et al., 2012a). El sexo femenino no se ha relacionado hasta ahora en la literatura 
con un mayor riesgo de metástasis ni de progresión en el CEC. Se ha indicado que los tumores 
tendrían a ser más grandes en pacientes varones (Kricker et al., 2014), algo que nosotros no 
hemos observado en nuestra serie de pacientes.  
 
En nuestro estudio, en el análisis univariante comprobamos un mayor riesgo de 
recidiva local en mujeres (Tabla 29). Aunque también se observó cierta tendencia a que los 
CEC de mayor tamaño (de más de 20 mm) se dieran en mujeres, y los de menor tamaño en 
hombres, ésta asociación no alcanzó la significación estadística. Por otra parte, no hubo 
diferencias en función del sexo en el espesor, ni en el riesgo de infiltración perineural, ni 
linfovascular, ni asociación con un patrón de crecimiento concreto, ni con el grado de 
diferenciación, ni con la presencia de desmoplasia. Tampoco hubo diferencias significativas 
entre hombres y mujeres en la proporción de pacientes con antecedentes de cáncer cutáneo 
de tipo no melanoma, ni entre la proporción de tumores que se extirparon completamente, ni 
en relación con el grado de inmunodepresión. Es interesante resaltar que las diferencias 
relacionadas con el sexo y el riesgo de recidiva local en el CEC en nuestra serie, se demostraron 
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independientes de otros factores de riesgo mediante el análisis multivariante, en el que se 
demostró que el sexo femenino confería un riesgo 6,24 veces superior de desarrollar recidiva 
local (Tabla 32).  
 
Estos hallazgos deberán confirmarse en estudios posteriores con series de pacientes 
más grandes. Por otro lado, al ser evidente en nuestro estudio la evaluación de la influencia 
del sexo en el pronóstico, si ésta no se ha demostrado previamente, nos preguntamos si 
podríamos estar cometiendo algún tipo de sesgo que pudiera ser, de alguna manera, 
responsable de este resultado. Por ello pensamos que este resultado debe ser tomado con 
cautela, hasta que podamos validarlo con una serie más grande de pacientes, idealmente 
procedentes de varios centros, para evitar el sesgo potencial que pudié ramos estar 
cometiendo nosotros si existiera, y que no somos capaces de identificar. 
 
1.2.5 El infiltrado inflamatorio como posible factor pronóstico  
 
Los infiltrados inflamatorios y sus características han sido poco estudiados como factor 
pronóstico del CEC, y no se incluyen como criterio de estadiaje en la clasificación TNM de la 
AJCC, ni como factor de riesgo en las guías de la NCCN. No obstante, el microambiente del 
tumor y la inflamación asociada al mismo, se han relacionado con la patogenia y el pronóstico 
de diversas formas de cáncer, y existe un intenso campo de trabajo en esa línea de 
investigación (Allen and Louise Jones, 2010; Antonioli  et al., 2013; Bissell and Hines, 2011; 
Jochems and Schlom, 2011; Vasievich and Huang, 2011; Vered  et al., 2011b). Incluso se ha 
demostrado que las células epiteliales pueden transformarse por influencia de un infiltrado 
inflamatorio crónico (Arwert et al., 2010).  
 
Los infiltrados inflamatorios en el CEC sólo han sido evaluados en trabajos aislados . 
Aunque su valor pronóstico es dudoso con la información disponible, existen estudios que sí 
han encontrado alguna información en este sentido, tanto para el infiltrado inflamatorio en 
general, como para el predominio de distintos componentes celulares en el mismo. Así, se ha 
descrito que el infiltrado del CEC se ha asociado al tamaño del tumor y la profundidad de 
invasión (Meneses et al., 1998). También se han asociado con un peor pronóstico la presencia 
de mastocitos (Coussens et al., 1999), la presencia de eosinófilos (Dorta et al., 2002) y el 
predominio de macrófagos (Sica et al., 2006). Aunque, para algunos autores, la inflamación 
asociada al tumor no ha sido identificada como un factor de riesgo de metástasis (Cherpelis et 
al., 2002), otros autores sí han reconocido su influencia en el pronóstico y en la progresión 
ganglionar (Moore et al., 2005). 
 
Hay que distinguir, según su localización, entre infiltrado inflamatorio peritumoral e 
intratumoral. La mayoría de los tumores de nuestra serie presentaron un infiltrado 
inflamatorio peritumoral moderado (33/98) o intenso (42/98). Curiosamente,  en el infiltrado 
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inflamatorio intratumoral se invirtió la tendencia, pues éste fue más frecuentemente nulo 
(46/98) o escaso (31/98) (Figura 14). En nuestro estudio, la intensidad del infiltrado 
inflamatorio peritumoral se asoció a tumores con características de mejor pronóstico, tales 
como un menor grado de estadio T (según la clasificación alternativa del Brigham and 
Women’s Hospital), tumores con buen y moderado grado de diferenciación, con patrón de 
crecimiento expansivo, carentes de infiltración perineural, de menor espesor y con un índice 
de proliferación más bajo (Tabla 27). El infiltrado inflamatorio peritumoral no se relacionó con 
el desarrollo de eventos de mala evolución durante el seguimiento. Esto contrasta con otros 
estudios que sí han relacionado el infiltrado inflamatorio peritumoral con un peor pronóstico 
del CEC (Costa Ade et al., 2005) (Tabla 29).  
 
Por otra parte, el infiltrado inflamatorio intratumoral intenso se relacionó en nuestro 
estudio con parámetros de peor pronóstico en el CEC, tales como un mayor estadio T al 
diagnóstico, un grado pobre de diferenciación, un patrón de crecimiento infiltrativo, ulceración 
en el epitelio y un mayor tamaño tumoral (Tabla 27). Además, el infiltrado inflamatorio 
intratumoral intenso se asoció a un mayor riesgo de desarrollar eventos de mala evolución 
durante el seguimiento considerados de forma global, en concreto con la progresión 
ganglionar (Tabla 29). Además, cuando se incluyeron los infiltrados inflamatorios entre las 
variables clínico-patológicas al elaborar la regresión logística, el infiltrado inflamatorio 
intratumoral intenso fue un factor de riesgo independiente predictor de eventos de mala 
evolución considerados de forma global (Tabla 35) y, en concreto, de la progresión ganglionar 
(Tabla36 ) y de la progresión del TNM (Tabla 37). 
 
En cuanto a las características del componente inflamatorio, en general, los estudios 
en cáncer se han centrado especialmente en los linfocitos, en el infiltrado inflamatorio linfoide 
intratumoral (Moore et al., 2005). Más recientemente, se ha prestado atención a la intensidad 
de los infiltrados inflamatorios y a las características fenotípicas de los mismos. Se ha 
demostrado la importancia de la inmunidad celular en el carcinoma epidermoide de mucosa 
oral, señalando el predominio de los linfocitos T y de los macrófagos frente a los linfocitos B en 
el infiltrado inflamatorio. Aunque no se han visto diferencias significativas en esos infiltrados 
en función del grado de diferenciación del tumor, ni tampoco se ha demostrado significación 
pronóstica en la enfermedad en función de las características del infiltrado inflamatorio (Vieira 
et al., 2008). Finalmente, un estudio reciente parece atribuir un valor pronóstico a la presencia 
importante de linfocitos T reguladores intratumorales en comparación con los citotóxicos, tal y 
como se ha demostrado en otras formas de cáncer (Azzimonti et al., 2014). No obstante, los 
resultados que arrojan los estudios hasta el momento publicados a este respecto son 
controvertidos. Además, el diseño de los estudios ha sido muy distinto en cada caso, de 
manera que no existen estudios que hayan validado lo demostrado en otros previos. En 
definitiva, el infiltrado inflamatorio podría jugar un papel importante en el CEC y deberían 
diseñarse más estudios de cara a conocer mejor su relevancia en el pronóstico de la 
enfermedad. El mayor interés en la investigación de los infiltrados inflamatorios en el cáncer se 
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está centrando en la evaluación del inmunofenotipo de las células inflamatorias y en este 
sentido tenemos la intención de, en estudios futuros, valorar los tipos celulares que infiltran en 
el CEC e intentar correlacionarlo con el pronóstico de los tumores.  
 
1.3 Evaluación de la capacidad predictiva de mala evolución clínica 
mediante sistemas de estadiaje diferentes 
 
En la edición de la AJCC del año 2010 sobre el estadiaje del CEC, los tumores se 
clasifican en T1, cuando tienen menos de 2 cm de diámetro; y en T2, cuando son mayores de 2 
cm de diámetro y, a su vez, asocian dos o más factores de riesgo (como infiltración perineural, 
espesor mayor de 2 mm de diámetro, localización en labio inferior y/o oreja y grado pobre de 
diferenciación) (Farasat et al., 2011; Metchnikoff et al., 2012). Debido a cómo esta clasificación 
define los estadios T1 y T2, la mayoría de los CEC caen en alguno de estos dos estadios. Dada la 
frecuencia escasa de metástasis en los tumores de tamaño pequeño y sin factores de riesgo 
asociados, y la frecuencia pequeña de invasión del hueso, la inmensa mayoría de los eventos 
de mala evolución clínica en el CEC se producen en los tumores que, según la actual 
clasificación de la AJCC, se categorizan como en estadio T2. En este sentido, parece que el 
sistema de clasificación actual de la AJCC para el CEC tendría una escasa potencia en la 
predictibilidad de eventos de mala evolución clínica para la mayor parte de los casos. Por ello, 
se han diseñado estudios para intentar predecir de manera más fiable el pronóstico de 
pacientes con CEC, especialmente con la idea de definir mejor el subtipo T2. Comentamos a 
continuación someramente los estudios más importantes sobre ello y discutimos nuestros 
resultados en ese contexto. 
 
Como ya comentamos, en un estudio prospectivo con una serie grande de pacientes, 
se le dio prioridad al espesor del tumor como base para establecer el estadio T. Los autores 
sugirieron que los tumores menores de 2 mm de espesor deberían ser clasificados como T1, 
los de 2 a 6 mm como T2 y los de más de 6 mm como T3 (Brantsch et al., 2008). Estos autores 
demostraron que el espesor era capaz de discriminar mejor el riesgo de metástasis que otros 
factores de riesgo. No obstante, en la clasificación de la AJCC del año 2010, no se siguieron 
estas recomendaciones y sólo se realizaron cambios muy sutiles sobre la clasificación previa 
TNM. Más recientemente, un estudio sobre 256 casos sugirió la existencia de 4 factores de 
riesgo independientes en el pronóstico de pacientes con CEC: el grado pobre de diferenciación, 
el diámetro tumoral mayor de 2 cm, la presencia de infiltración perineural y la invasión más 
allá del tejido celular subcutáneo (Jambusaria-Pahlajani et al., 2009). Estos factores se 
incorporaron para elaborar un estadiaje alternativo del estadio T. Los autores concluyeron que 
los tumores sin ninguno de los anteriores factores de riesgo debían considerarse T1; aquéllos 
con un único factor de riesgo, T2a; los tumores que incluyeran 2 ó 3 factores de riesgo debían 
considerarse T2b; y la presencia de 4 factores de riesgo y/o de la invasión del hueso, T4 
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(Jambusaria-Pahlajani et al., 2009). Los hallazgos iniciales se validaron posteriormente en una 
serie de 1818 pacientes, demostrando un mayor valor predictivo que el estadiaje estándar 
(Karia et al., 2013b). En este sentido, aparte del estadiaje de la IUAC (International Union 
Against Cancer), previamente ya comparado en uno de los estudios que aquí se comentan 
(Karia et al., 2013b), existen la clasificación de la AJCC (TNM) (Farasat et al., 2011; Metchnikoff 
et al., 2012), la clasificación alternativa del Brigham and Women’s Hospital (Jambusaria-
Pahlajani et al.; Karia et al., 2013b) y el estadiaje tumoral basado en el espesor (Brantsch et al., 
2008). 
 
En nuestro estudio construimos un modelo de regresión logística, para evaluar la 
capacidad predictiva sobre eventos de mala evolución clínica en el CEC, basados en cada uno 
de estos sistemas de clasificación. Obtuvimo que, los tumores clasificados como T2b en la 
clasificación del Brigham and Women’s Hospital, pronosticaron de forma más específica la 
evolución posterior de la enfermedad que los clasificados como T2 en la clasificación TNM de 
la AJCC y que los que midieron más de 6 mm de espesor (T3) en lo referente al desarrollo de 
recidiva local (Tabla 39). Considerando cualquier evento de mala evolución clínica, la 
clasificación alternativa del Brigham and Women’s Hospital y la clasificación basada en el 
espesor fueron superiores a la clasificación TNM de la AJCC (Tabla 38). Desde otro punto de 
vista, el espesor mayor de 6 mm predijo mejor el desarrollo de metástasis  ganglionares que 
ninguno de los otros sistemas (Tabla 40). El estadiaje basado en el espesor y el estadiaje de la 
AJCC fueron los que mejor predijeron la progresión del TNM durante el seguimiento  (Tabla 
41). En resumen, la séptima edición de la clasificación TNM tiene un valor predictivo discreto 
de eventos de mala evolución clínica y progresión de la enfermedad, y parece que debería ser 
mejorada. A la luz de estos resultados, serían necesarios nuevos estudios que confirmen que la 
clasificación TNM necesitaría reconsiderarse para sus siguientes ediciones. También podría ser 
interesante llevar a cabo un estadiaje que incluyera más de un sistema, lo que podría definir 
mejor la evolución tumoral en diferentes aspectos evolutivos de la enfermedad. 
 
1.4 La velocidad de crecimiento y la inmunosupresión están 
relacionados con la latencia hasta el desarrollo de eventos de mala 
evolución clínica  
 
1.4.1 El estado inmunitario del paciente 
 
La inmunosupresión aumenta significativamente la incidencia de CEC (Euvrard et al., 
2003; Frierson et al., 1988) y se ha relacionado con el desarrollo de metástasis en estudios con 
series grandes de pacientes (Brantsch et al., 2008). No existe un consenso claro sobre qué 
criterios tener en cuenta para considerar que un paciente está inmunodeprimido. En nuestro 
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estudio, hemos considerado como pacientes inmunodeprimidos; (i) aquéllos que habían sido 
previamente trasplantados de un órgano sólido o de médula ósea y estaban con tratamiento 
inmunosupresor, o (ii) que tuvieran una medicación inmunosupresora de forma crónica, o (iii) 
que tuvieran leucemia linfática crónica. No existía ningún paciente VIH positivo. La literatura 
sobre pacientes trasplantados proporciona evidencia de un comportamiento tumoral agresivo 
y una mayor incidencia de metástasis en el CEC (Euvrard et al., 2003). Un estudio retrospectivo 
de 307 pacientes con CEC, confirmó que aquéllos que habían recibido trasplante de órganos 
sólidos tenían una enfermedad más agresiva (Lott et al., 2010). No está claro si esta mayor 
frecuencia de metástasis es simplemente debida al mayor número de tumores por paciente o 
si refleja un comportamiento más agresivo a nivel biológico. Parece que el tipo de 
inmunosupresor aplicado en el tratamiento también podría influir en el comportamiento 
tumoral. Así, los CEC agresivos, con transición epitelio-mesenquimal, son particularmente 
frecuentes en pacientes tratados con ciclosporina, lo que se ha asociado con la capacidad de 
ésta para inducir la producción de TGF-beta a nivel local (Harradine et al., 2009). La NCCN® 
reconoce la inmunosupresión como un factor de riesgo en el CEC (NCCN, 2015). 
 
En nuestro estudio, el número de pacientes inmunodeprimidos fue escaso (n = 10). 
Observamos una mayor velocidad hasta el desarrollo de recidiva local en estos pacientes y en 
el análisis univariante también hubo relación entre la inmunodepresión y el desarrollo de 
eventos de mala evolución clínica considerados de forma global (Figura 89). En el estudio 
multivariante mediante regresión de Cox, la inmunosupresión fue un factor de riesgo 
independiente del acortamiento del intervalo libre de enfermedad, junto con la expresión de 
D2-40 (Tabla 59). Serían útiles estudios más amplios sobre el comportamiento del CEC en 
pacientes inmunodeprimidos. Por otra parte, la mayoría de las referencias al respecto se basan 
en registros de pacientes sometidos a trasplante de órganos sólidos, siendo muy escasas las 
referencias al riesgo de cáncer cutáneo en pacientes sometidos a trasplante de progenitores 
hematopoyéticos, algo que nuestro grupo de trabajo ya está evaluando.   
 
1.4.2 La velocidad de crecimiento se asocia a una menor latencia hasta la 
progresión ganglionar 
 
Algunos trabajos han investigado la influencia de la velocidad de crecimiento en ciertas 
formas de cáncer, con énfasis en el pronóstico. Una mayor velocidad de crecimiento se ha 
relacionado con un peor pronóstico en el cáncer de pulmón (Mattern and Volm, 2001), cáncer 
renal (Kato et al., 2004), cáncer de mama (Galante et al., 1986), carcinoma epidermoide de 
laringe (van Bockel et al.) y melanoma (Muhonen et al., 1992); en este último, la velocidad de 
crecimiento se ha relacionado con la positividad en la biopsia selectiva del ganglio centinel a 
(Tejera-Vaquerizo et al., 2012a). Además, la velocidad de crecimiento se ha relacionado con la 
respuesta al tratamiento en cáncer (Ferte et al.; Niu et al., 2014), y con un acortamiento del 
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intervalo libre de enfermedad y una menor latencia hasta la progresión ganglionar en el 
melanoma (Tejera-Vaquerizo et al., 2010; Tejera-Vaquerizo et al., 2012b).  
 
Por todos estos datos previos en la literatura, parecía que la velocidad de crecimiento 
podría ser un parámetro clínico interesante para ser evaluado en nuestro estudio. En general, 
la velocidad de crecimiento se ha evaluado poco en el CEC, sin embargo, existe evidencia en la 
práctica clínica que sugiere una relación entre los CEC de crecimiento rápido y un pronóstico 
peor. Cuando un tumor crece rápido eso significa que su tasa de proliferación es más elevada 
(Liu et al., 2008). El conocido marcaje frente a Ki-67 se relacionó con la velocidad de 
crecimiento en nuestro estudio, lo que pensamos que confiere fiabilidad a la medida de la 
velocidad de crecimiento en este trabajo (Tabla28). Únicamente un artículo antiguo ha puesto 
de manifiesto que una velocidad de crecimiento rápida es un factor de mal pronóstico en el 
CEC (Fitzpatrick and Harwood, 1985). Los autores sugirieron el término de epitelioma agudo 
para esta variante de CEC (Fitzpatrick and Harwood, 1985). En aquel trabajo describieron que 
la variante de crecimiento rápido de CEC normalmente exhibió una costra central y, con 
frecucencia, un grado de diferenciación bueno (Fitzpatrick and Harwood, 1985). En nuestro 
estudio, la velocidad de crecimiento fue independiente del grado de diferenciación y del 
patrón de crecimiento de los tumores (Tabla 28).  
 
A pesar de la falta de estudios consistentes, el grupo de trabajo de la NCCN® (NCCN, 
2015) considera la velocidad de crecimiento rápida como un factor de mal pronóstico en el 
CEC. En nuestro estudio, la velocidad de crecimiento rápida se asoció a estadios tumorales más 
altos, tanto con en el sistema de estadiaje de la AJCC (Metchnikoff et al., 2012), como con en el 
estadiaje alternativo del Brigham and Women’s Hospital (Karia et al., 2013b). Globalmente, se 
asume que el tiempo hasta el diagnóstico del tumor es un factor determinante en el tamaño 
del CEC (Eide et al., 2005; Renzi et al., 2010), pero en un artículo reciente sobre la velocidad de 
crecimiento, en una serie grande de pacientes con cáncer cutáneo no melanoma, los autores 
no encontraron asociación entre el tamaño del CEC y el tiempo transcurrido desde que la 
lesión había sido detectada por el paciente por primera vez y su diagnóstico en la consulta 
(Kricker et al., 2014). Estos hallazgos sugieren que la velocidad de crecimiento es un factor más 
importante para el tamaño tumoral final en el momento del diagnóstico, que el tiempo que 
una lesión permanece sin tratamiento en el CEC (Kricker et al., 2014); lo que, obviamente, no 
quiere decir que el tiempo sin diagnóstico no influya en el tamaño final, y que un diagnóstico 
más temprano no sea deseable. En nuestro estudio también hemos observado que los 
tumores con velocidades de crecimiento más altas fueron normalmente más grandes (Tabla 
28). Por el contrario, no encontramos asociación entre el tamaño del tumor y el tiempo 
transcurrido desde que lo detectó el paciente hasta el diagnóstico de los tumores en la 
consulta (Tabla 28). Ello apoya que la velocidad de crecimiento es un factor más relevante  en 
el tamaño final del CEC, y que el tamaño tumoral está menos influido por el tiempo que una 
lesión permanece sin tratamiento. Pero es importante resaltar que, en nuestro estudio, el 
tiempo hasta el diagnóstico sí se correlacionó con el espesor tumoral, independientemente del 
  DISCUSIÓN 
326 
 
tamaño en superficie del tumor, con la importancia que esto supone (Tabla 28). Por otro lado, 
el tiempo hasta el diagnóstico se correlacionó de forma inversa con la velocidad de 
crecimiento, lo que indica que cuanto mayor fue la velocidad de crecimiento del tumor, más 
precozmente fue consultado; probablemente, porque el paciente se dio cuenta más 
rápidamente de la lesión, el crecimiento rápido le supuso una mayor alarma y lo consultó 
antes que si se hubiera desarrollado lentamente.  
 
En nuestro estudio, los tumores de crecimiento rápido (> 5 mm/mes) mostraron un 
acortamiento del intervalo libre de enfermedad y menor tiempo hasta la progresión ganglionar 
que los tumores de crecimiento más lento (< 5 mm/mes)  (Figuras 90 y 92). No existe un 
consenso sobre qué punto de corte tomar para considerar la velocidad de crecimiento tumoral 
como un parámetro de alto riesgo. En este trabajo proponemos 5 mm al mes como un punto 
de corte fiable. En el análisis multivariante, confirmamos que la mayor velocidad de 
crecimiento fue un factor de riesgo independiente del acortamiento del intervalo libre de 
enfermedad y de la latencia hasta el desarrollo de metástasis ganglionares (Tabla 43). 
 
En nuestro estudio, hemos demostrado las implicaciones de la velocidad de 
crecimiento en el intervalo libre de enfermedad y en la latencia hasta la progresión ganglionar, 
pero a partir de una serie limitada de pacientes. En función de estos resultados, pensamos que 
la velocidad de crecimiento debería ser evaluada más extensamente y validada en series más 
grandes de pacientes. Ello permitiría llegar a conclusiones más contundentes, no sólo de su 
papel como factor de mal pronóstico en el CEC, sino también sobre la conveniencia de guías de 
manejo y de seguimiento de estos pacientes, que deben ser vigilados más estrechamente. Por 
último, consideramos que recoger de forma sistemática la velocidad de crecimiento en el CEC 
es una buena práctica clínica que puede ser útil para predecir el pronóstico de los pacientes y 
que no supone costes adicionales en el manejo de la enfermedad.  
  




2 FACTORES PRONÓSTICOS MOLECULARES EN EL CARCINOMA 
EPIDERMOIDE CUTÁNEO 
2.1 Son necesarios nuevos marcadores moleculares con valor predictivo 
en el CEC 
 
Aunque se ha avanzado significativamente en el conocimiento de los factores 
pronósticos implicados en el CEC, especialmente desde el punto de vista clínico-patológico, no 
se ha logrado predecir completamente el comportamiento del tumor. Por ello, se han llevado a 
cabo diversos estudios moleculares con la idea de identificar marcadores que pudieran ser 
útiles a la hora de predecir el riesgo de mala evolución del tumor. En la mayoría de los casos, 
los estudios moleculares llevados a cabo han tenido un objetivo descriptivo y de comparación 
del comportamiento de esas moléculas en el CEC respecto de las queratosis actínicas o de la 
piel normal y, normalmente, sobre muestras pequeñas (Burnworth et al., 2007; Campbell et 
al., 1993; Delilbasi et al., 2004; Dotto and Glusac, 2006; Gottlieb et al., 1988; Hodges and 
Smoller, 2002; Mortier et al., 2002; Soufir et al., 1999; Toll et al., 2010). En otras ocasiones los 
estudios se basaron sobre resultados en líneas celulares o en modelos animales  (Bailleul et al., 
1990; Brown et al., 1990; Brown et al., 1998; Burns et al., 1991; Diaz-Guerra et al., 1992; 
Dominey et al., 1993; Frame et al., 1998; Ichikawa et al., 2000; Linardopoulos et al., 1995), que 
no siempre producen resultados superponibles a lo que sucede en los tumores en el hombre y 
que al menos requieren posteriormente ser validados sobre muestras humanas . Además, en 
pocas ocasiones los estudios han tenido un enfoque pronóstico y, a menudo, los resultados no 
se han apoyado en análisis multivariantes para intentar evaluar el valor de los marcadores de 
una manera independiente. A pesar del indudable interés que han tenido la mayoría de los 
trabajos publicados a este respecto, su relevancia clínica hasta ahora ha sido limitada. En este 
sentido, ni el estadiaje de la AJCC (Farasat et al., 2011), ni las guías clínicas de la NCCN® 
(NCCN, 2015) incluyen ningún marcador molecular como factor de riesgo del CEC o como 
factor predictivo de respuesta al tratamiento. Esto contrasta con lo que sucede en otros 
tumores, en los que el conocimiento de los factores moleculares implicados en su desarrollo 
son más conocidos. Por tanto, parece necesario incrementar la investigación de factores 
moleculares que participen en la patogenia del CEC, de modo que ayuden a conocer mejor la 
evolución de los tumores, el pronóstico de los pacientes y su potencial utilidad como dianas 
terapéuticas.  
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2.2 Los carcinomas epidermoides cutáneos son heterogéneos a nivel 
histopatológico y molecular 
 
Los tumores sólidos, en general, y los carcinomas epidermoides, en particul ar, son 
heterogéneos (Marusyk et al., 2012). Esto se debe a que la tumorogénesis es un proceso 
dinámico y ello hace que los modelos in vitro no sean, a veces, del todo extrapolables. Por otra 
parte, las líneas celulares derivadas de tumores, en muchas ocasiones se obtienen de la zona 
más abundante del tumor, lo que complica la predicción del pronóstico, porque los eventos de 
mala evolución clínica pueden proceder de un área del tumor que no tiene por qué ser la más 
abundante. No obstante, las líneas celulares tienen una enorme utilidad para la evaluación de 
las características biológicas del cáncer en general, aunque lo deseable es validar los 
resultados obtenidos a través de ellas en tumores humanos.  
 
En nuestro conocimiento, no se han estudiado en profundidad las características de 
expresión de diferentes marcadores en las diferentes áreas del CEC, al menos explícitamente. 
Sin embargo, existe una creciente información que demuestra que los tumores tienen áreas 
diferentes y de hecho parece que en muchos casos, es precisamente el comportamiento de 
una de esas áreas, más que el comportamiento global de todo el tumor, el que determina el 
comportamiento biológico y el pronóstico del mismo (Prince et al., 2007). Sería interesante 
evaluar en qué medida la expresión diferencial de estos marcadores en las diferentes zonas del 
tumor puede predecir un determinado comportamiento biológico. 
 
Por todo lo anterior, en nuestro estudio hemos evaluado los niveles de expresión de 
distintos marcadores moleculares en las diferentes áreas de los tumores, previa selección de 
zonas representativas de los mismos. Evaluamos las diferencias de expresión entre las zonas 
más y menos diferenciadas, así como en el frente de invasión. En concreto comprobamos 
diferencias en la expresión de E-CADHERINA, VIMENTINA, CXCR4, EGFR, P16, P53, D2-40 y AE-1 
(Tabla 51). Únicamente, no observamos diferencias significativas entre las distintas áreas del 
tumor en el caso de P63 y de CD44, ambos marcadores de células stem de la piel (Finlan and 
Hupp, 2007; Prince et al., 2007; Zhang et al., 2011). Conviene señalar que aunque no 
demostramos diferencias entre las áreas del mismo tumor en el caso de la P63, su expresión sí 
se relacionó fuertemente con los tumores pobremente diferenciados, aunque en aquellos 
moderadamente diferenciados, no se demostraron diferencias entre las distintas áreas en 
función de la expresión de este parámetro. Como hemos indicado, este estudio de la expresión 
de marcadores moleculares en las diferentes zonas del tumor se hizo con el fin de evaluar las 
implicaciones clínicas de la heterogeneidad tumoral en el CEC. 
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2.3 Relación entre la expresión de marcadores moleculares con 
distintas características clínico-patológicas y evolutivas en el CEC. 
2.3.1 La transición epitelio-mesénquima en el CEC 
 
En general, los tumores diferenciados y las zonas diferenciadas de los tumores 
moderadamente diferenciados tienden a expresar E-CADHERINA y a no expresar VIMENTINA 
(Fuertes et al., 2013b; Masferrer et al., 2014). La expresión de VIMENTINA en los tumores de 
origen epitelial y en los CEC, se hace más evidente cuando en el tumor tiene lugar el proceso 
de transición epitelio-mesenquima (Hoot et al., 2008; Nakamura and Tokura), que se ha 
asociado a la invasión tumoral (Hoot et al., 2008; Nakamura and Tokura) y a la aparición de 
tumores de características sarcomatosas a partir de un origen epitelial (Cui W et al., 1996), que 
en el caso del CEC son particularmente frecuentes en pacientes trasplantados tratados con 
ciclosporina (Harradine et al., 2009). En cuanto al proceso invasivo, es raro ver en tumores una 
transición epitelio-mesénquima completa, sino más bien sólo parcial, sin alcanzar la célula un 
fenotipo fibroblastoide completo, y sin una sustitución completa del citoesqueleto epitelial por 
uno fusocelular, de VIMENTINA (Lu et al., 2013; Micalizzi et al., 2010; Nakaya and Sheng, 2013; 
Savagner, 2010; Toll et al., 2013a). Además, se ha demostrado que la transición epitelio-
mesénquima induce células con propiedades stem (Mani et al., 2008). 
 
Aunque la expresión de VIMENTINA es, de forma general, poco frecuente en el CEC, en 
nuestra serie de tumores, como cabría esperar, tendió a expresarse más en los tumores 
indiferenciados y en las zonas indiferenciadas de los tumores moderadamente diferenciados 
(Tabla 13, Figura 22), justo al contrario de lo que sucedió con E-CADHERINA (Tabla 13, Figura 
21). Observamos la reducción de la expresión de membrana de E-CADHERINA, algo que se ha 
demostrado en el CEC en otros trabajos (Cano et al., 2000; Lyakhovitsky et al., 2004). 
Comprobamos que dicha expresión se mantenía de forma moderada/intensa en el 74,7 % de 
los tumores de nuestra serie, mientras se había perdido en la mayoría de las células en el resto 
de los tumores. Por otra parte, la pérdida de dicha expresión, fue significativamente más 
frecuente en las áreas indiferenciadas. De hecho, la expresión de E-CADHERINA se asoció con 
el grado bueno de diferenciación (Tabla 53). En un estudio reciente en que se evaluaron 
marcadores de transición epitelio-mesenquima en el CEC metastásico y no metastásico, se 
demostró una pérdida global de expresión de E-CADHERINA (considerando que su expresión es 
lo normal en el epitelio de la piel), si bien, la pérdida de expresión en la membrana no fue 
significativamente distinta en ambos grupos, pero la expresión nuclear de E-CADHERINA sí fue 
más común en los CEC metastásicos (Toll et al., 2013a). En este sentido se ha publicado que la 
expresión de E-CADHERINA a nivel nuclear podría tener interés diagnóstico en otros tumores 
(Chetty R and Serra, 2008). Estamos pendientes de evaluar en nuestras muestras la existencia y 
significado de E-CADHERINA a nivel nuclear. 
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En nuestro estudio, la expresión de VIMENTINA se demostró, aproximadamente, en un 
10 % de la muestra global. En las zonas diferenciadas, ninguno de los casos demostró 
expresión de VIMENTINA (moderada-intensa) (Tabla 13); en este sentido, se observó una 
marcada diferencia entre las áreas más y menos diferenciadas de los tumores (Tabla 51). La 
expresión de VIMENTINA en el trabajo anteriormente citado (Toll et al., 2013a), fue 
significativamente más frecuente en el grupo de los CEC metastásicos (67,9 %), que en el grupo 
de los CEC no metastásicos (31,4 %). Estas proporciones son más elevadas que las 
demostradas en nuestro estudio. Ello puede deberse a que los puntos de corte utilizados para 
su evaluación fueron distintos.  Así, estos autores consideraron marcaje de VIMENTINA 
positivo a partir del 10% de células marcadas, mientras que en nuestro caso, tras la 
dicotomización de la variable, consideramos expresión positiva de VIMENTINA por encima del 
25 % de células marcadas. Si tenemos en cuenta los mismos criterios seguidos por Toll y 
colaboradores, el porcentaje de tumores con expresión positiva de VIMENTINA fue superior al 
25 % en nuestra serie, lo que se aproxima más al valor mostrado por esos autores. 
 
 En nuestro estudio, comprobamos que la expresión de VIMENTINA se relacionó con el 
grado pobre de diferenciación del tumor y con la presencia de infiltración linfovascular (Tabla 
53). Además, se asoció a la presencia de eventos de mala evolución clínica durante el 
seguimiento, considerados de manera global, y específicamente, con el riesgo de recidiva local 
(Tabla 54). En este sentido, se ha demostrado que la expresión de VIMENTINA se relaciona con 
la recidiva local, la muerte relacionada con la enfermedad, estadios T más avanzados, el grado 
pobre de diferenciación y la desmoplasia (Toll et al., 2013a). En nuestro estudio, no hemos 
conseguido demostrar asociación con la desmoplasia, ni con la infiltración perineural; además, 
no consideramos útil evaluar la asociación de la expresión de VIMENTINA con la muerte 
relacionada por CEC, por el escaso tamaño de la muestra de pacientes fallecidos por la 
enfermedad en nuestra serie. Como cabría esperar, la expresión de VIMENTINA y E-
CADHERINA se correlacionaron inversamente en nuestro estudio (Tabla 44); lo que está de 
acuerdo con otros trabajos (Toll et al., 2013a). No obstante, la expresión de VIMENTINA parece 
más útil para predecir progresión en el CEC, que la pérdida de la expresión de membrana de E-
CADHERINA (Martins et al., 2009; Toll et al., 2013a) algo que nosotros también demostramos 
en el análisis univariante, aunque por el escaso tamaño de la muestra no hemos insistido en la 
discusión de este dato.  
 
Las diferencias observadas en los niveles de expresión de VIMENTINA y E-CADHERINA 
en las zonas diferenciadas e indiferenciadas de los tumores y en el frente de invasión, 
probablemente esté regulada por los mismos factores de transcripción que determinan la 
transición epitelio-mesenquima completa. Por ello, para estudiar mejor estas diferencias de 
expresión de E-CADHERINA y VIMENTINA en las diferentes zonas del tumor, se necesitarían 
evaluar esos factores de transcripción y moléculas relacionadas con la misma, tales como 
SNAI1/SNAIL, SNAI2/SLUG, ZEB, TWIST y TGF-BETA, entre otros (Derynck et al., 2014; Karreth 
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and Tuveson, 2004; Lamouille et al., 2014; Peinado et al., 2007; Wang et al., 2013c; Zavadil and 
Bottinger, 2005), pero esto inicialmente, escapa a los objetivos de este estudio.  
 
2.3.2 Importancia de P63 en el CEC 
 
En nuestro estudio, todos los tumores exhibieron cierto grado de expresión de P63 
(Tabla 13); y la expresión moderada-intensa (esto es superior al 25 % de la celularidad tumoral) 
se produjo en el 80,6 % de los casos. Hemos visto que P63 es un marcador nuclear en los 
queratinocitos del CEC, y que en la piel normal se expresa especialmente en las células de las 
capas más bajas, lo que está de acuerdo con la literatura (Dotto and Glusac, 2006; Oh et al., 
2011). En nuestro trabajo, la expresión de P63 fue mucho más frecuente en los tumores 
pobremente diferenciados (Tabla 53), algo que también se ha demostrado previamente en 
otro estudio (Dotto and Glusac, 2006). De hecho, P63 es un marcador que se ha relacionado 
con los CEC de células fusiformes y se ha identificado como marcador bastante específico de 
los mismos, aunque en el trabajo original se estudió una muestra relativamente pequeña (n = 
13) (Dotto and Glusac, 2006). En general, como hemos indicado, P63 tiende a expresarse en el 
epitelio en capas basales y en células stem de la piel normal. Como es sabido, la zona basal de 
la piel es de alta proliferación (Fuertes et al., 2013a). Ello puede concordar con el hecho de 
que, en nuestro estudio, la expresión de P63 se relacionó con un mayor índice proliferativo de 
los tumores, y se correlacionó de forma directa con la expresión de Ki -67 (Tabla 46, Figura 
100). Efectivamente, hay evidencias que demuestran que P63 regularía la proliferación de los 
queratinocitos a partir de la regulación negativa de PTEN y con la activación de la vía de 
señalización de AKT implicada en la proliferación celular, entre otros procesos (Leonard et al., 
2011). 
 
En nuestro estudio, comprobamos también una correlación inversa entre la expresión 
de P63 y la expresión de E-CADHERINA, y una asociación directa de P63 con la expresión de 
VIMENTINA (Tabla 46). Desde un punto de vista biológico, como hemos indicado, P63 parece 
tener importancia en la vía de señalización de AKT, que activaría la expresión de P63 (Leonard 
et al., 2011). La vía de AKT parece también importante en la patogenia del CEC y se activaría a 
la vez que se produce la transición epitelio-mesénquima (Barrette et al., 2014). Eso podría 
justificar que la expresión de P63 esté relacionada estadísticamente con marcadores de la 
transición epitelio-mesenquima (con E-CADHERINA de forma negativa y con VIMENTINA de 
manera positiva). Si bien, esta interpretación puede ser reduccionista, pues existen varias 
isoformas de AKT con funciones biológicas diferentes, según el contexto. Se desconocen en 
parte los activadores de la vía de AKT en el CEC y, en este sentido, P63 pudiera participar en 
esa activación (Leonard et al., 2011).  
 
Aparte de la relación de P63 con los tumores con grado pobre de diferenciación, la 
expresión de P63 es más frecuente en los tumores con índices de proliferación elevados y, 
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dado que se expresa en células de la capa basal de la piel normal donde la proliferación es 
mayor, es posible que también esté relacionada con la proliferación en el CEC. En nuestro 
estudio, como hemos indicado, la expresión de P63 se asoció a la pérdida de E-CADHERINA y a 
la expresión de VIMENTINA, algo que va a favor de que su expresión sea paralela a la pérdida 
de diferenciación y, en su caso, a la transición epitelio-mesenquima. En este sentido, P63 
podría ser un marcador de CEC de peor pronóstico (con grado pobre de diferenciación), pero 
en nuestro trabajo, no se asoció con el desarrollo de eventos de mala evolución clínica.  
 
2.3.3 Proliferación  
 
El antígeno nuclear Ki-67 es un marcador de proliferación expresado únicamente en 
fases activas del ciclo celular, no se expresa en células en senescencia o en reposo (G0), ni en 
G1 temprana (Healy et al., 1995). Por tanto, la cuantificación de su expresión en tejidos 
incluidos en parafina proporciona una buena estimación del índice de proliferación tumoral y 
de la fracción en crecimiento de una determinada subpoblación celular.  
 
En general, se ha observado que la expresión de Ki-67 es más alta en el CEC (Shimizu et 
al., 1999) y en la enfermedad de Bowen (Baum et al., 1994) que en la piel normal. Se ha 
publicado que la expresión de Ki-67 se correlacionaría con la diferenciación, el espesor y la 
profundidad de invasión del CEC (Mansoor et al., 1996). Pero, a pesar del valor pronóstico 
demostrado de este marcador en diversas formas de cáncer, algunos estudios no han 
demostrado un valor pronóstico claro en el CEC, en cuanto a la recurrencia tumoral y las 
metástasis (Kanitakis et al., 1997); ni en el carcinoma epidermoide de pene (Stankiewicz et al., 
2012), aunque otros estudios aislados sí han demostrado su utilidad pronóstica (Jensen et al.; 
Petter and Haustein, 1998; Stankiewicz et al., 2012). Por todo ello, su valor real sigue siendo 
controvertido. 
 
En nuestro estudio, el marcaje frente a Ki-67 se correlacionó con el tamaño horizontal 
del tumor, pero no con el espesor. La expresión de Ki-67 no se asoció a ninguna otra 
característica histopatológica en nuestra serie; pero sí se correlacionó positivamente con la 
velocidad de crecimiento tumoral, aunque ya hemos discutido extensamente sobre ella en el 
apartado correspondiente. Por otra parte, existió una tendencia hacia la correlación entre la 
expresión de Ki-67 y el tiempo hasta la progresión ganglionar, aunque sin alcanzar la 
significación estadística, de manera que Ki-67 tendió a estar más elevado cuánto más precoz 
fue el desarrollo de metástasis ganglionares. El bajo número de pacientes que desarrollaron 
progresión ganglionar en nuestro estudio, hace que estos datos deban tomarse con 
precaución. No obstante, la relación que existe entre la velocidad de crecimiento y la latencia 
hasta la progresión ganglionar (que hemos discutido en el apartado correspondiente) y la co-
variación entre Ki-67 y la velocidad de crecimiento, hacen pensar que, efectivamente, la 
expresión elevada de Ki-67 pudiera ser un marcador de mal pronóstico en el CEC. 
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Aunque los mecanismos de proliferación no se conocen bien en el CEC, la proliferación 
de los queratinocitos se ha relacionado con la expresión de EGFR (Jost et al., 2000). Ello está de 
acuerdo con nuestro estudio, donde la positividad frente a Ki-67 se relacionó positivamente 
con la intensidad de expresión de EGFR (Tabla 49). Este receptor induce además la migración 
de queratinocitos normales y aumenta su supervivencia y la resistencia a la apoptosis  (Rodeck 
et al., 1997). En nuestro trabajo, la expresión de EGFR no se relacionó con parámetros clínico-
patológicos, aunque sí lo hizo su expresión aberrante o citoplasmática, que fue especialmente 
frecuente en los tumores pobremente diferenciados (Tabla 53).  
 
Como ya hemos explicado, la expresión de Ki-67 únicamente se asoció al tamaño 
horizontal del tumor, y se correlacionó con la expresión de P63 (Tabla 46)  y de VIMENTINA 
(Tabla 45). La expresión de VIMENTINA no se ha reconocido como molécula relacionada 
claramente con la proliferación celular; pero su expresión en el CEC es más evidente en las 
zonas habitualmente más proliferantes, esto es las más indiferenciadas o tras la transición 
epitelio-mesénquima (Barrette et al., 2014), lo que podría justificar la relación entre la 
expresión de VIMENTINA y de Ki-67. 
 
2.3.4 Marcadores moleculares en CEC agresivos 
 
En nuestro estudio, los tumores más indiferenciados y con rasgos de mayor 
agresividad, aparte de expresar más frecuentemente VIMENTINA y P63, y con menor 
frecuencia E-CADHERINA, tendieron a expresar más intensamente D2-40, EGFR y CXCR4. De los 
dos primeros hablaremos específicamente más adelante. 
 
A pesar de lo indicado, la proporción de tumores que expresaron CXCR4 intensamente 
en nuestro estudio fue escasa (Tabla 13). Se ha demostrado que CXCR4 tiene un papel 
importante en el desarrollo de metástasis (Muller et al., 2001). Su papel en el CEC no es bien 
conocido, aunque se ha reconocido su importancia en otras formas de cáncer, incluyendo 
otros tumores epiteliales que pueden ser superponibles en ciertos aspectos al CEC, como es el 
carcinoma epidermoide de cabeza y cuello (Albert et al., 2012). Se ha reconocido el papel de 
CXCR4 en la migración celular y en la transición epitelio-mesénquima (Albert et al., 2012; 
Wang et al., 2005), lo que coincide con su expresión intensa en los tumores más agresivos en 
nuestra serie. Dado que el papel más importante conocido de CXCR4 en la carcinogénesis es en 
su participación en el desarrollo de metástasis, especialmente regulando la migración de las 
células tumorales a los tejidos que expresan CXCL12 (Muller et al., 2001), sería interesante 
poder contar con una serie de CEC metastásicos más amplia para poder obtener información 
fiable y relevante a este respecto.  
 
Por otra parte, hay dos aspectos que nos gustaría indicar sobre los tumores agresivos 
en nuestro estudio. Primero, los tumores con infiltración perineural tendieron a expresar 
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intensamente E-CADHERINA en la zona de infiltración del perineuro (Tabla 53), lo que haría 
pensar que el proceso de infiltración perineural no estaría, en principio, muy relacionado con 
la transición epitelio-mesénquima típica. Segundo, en nuestro estudio, P16 tendió a expresarse 
en la zona diferenciada de tumores agresivos (Tabla 54). Se ha publicado que en el CEC la 
expresión de P16 mostraría un incremento gradual desde la queratosis actínica pasando por el 
CEC in situ e invasor, respectivamente (Hodges and Smoller, 2002). P16 se ha relacionado con 
la senescencia de los queratinocitos y parece implicado también con el carcinoma epidermoide 
y lesiones premalignas de la mucosa oral (Parkinson, 2010). Quizás esto pueda deberse a un 
efecto dual de esta proteína en el proceso de carcinogénesis del CEC, tal y como se ha 
demostrado que existe con algunas otras moléculas como el TGF-beta.  
 
2.3.5 EGFR es un factor pronóstico independiente del desarrollo de 
metástasis ganglionares y de progresión del TNM 
 
Se ha demostrado la sobre-expresión de EGFR en diversos tumores humanos como 
cáncer de ovario, de cuello de útero, de vesícula, de esófago (Mukaida et al., 1991), de mama, 
de endometrio, colorrectal (Nicholson et al., 2001) y en el CE de cabeza y cuello (Ang et al., 
2002; Derynck et al., 1987; Maurizi et al., 1996; Maurizi et al., 1992; Niemiec et al., 2004; 
Ozawa et al., 1989; Rubin Grandis et al., 1996). Aunque algunos autores han indicado una 
sobre-estimación de la relevancia de EGFR como factor pronóstico en el CE de cabeza y cuello 
(Fischer et al., 2008), un meta-análisis demostró su relevancia pronóstica tanto de la sobre-
expresión de EGFR como de las aberraciones cromosómicas del EGFR en estos tumores (Zhu et 
al., 2013b). 
 
La evidencia derivada de los estudios en otras formas de cáncer y específicamente en 
el CE de cabeza y cuello, nos indujo a estudiar la expresión de EGFR en el CEC. Se ha 
demostrado que EGFR se expresa con frecuencia en el CEC (Toll et al., 2010). Además, se ha 
demostrado una frecuencia más alta de expresión aberrante citoplasmática de EGFR en el CEC 
en comparación con el queratoacantoma (Uribe and Gonzalez, 2011), y más del 43% de los CEC 
avanzados muestran sobre-expresión de EGFR (Fogarty et al., 2007), aunque los datos con 
respecto a su asociación con la agresividad de los tumores es más controvertida. Así, mientras 
unos autores defienden que la expresión de EGFR se relacionaría con CECs más agresivos 
(Ch'ng et al., 2008; Maubec et al., 2005; Shimizu et al., 2001), otros no parecen encontrarlo 
como un marcador pronóstico útil (Sweeny et al., 2011). También se ha observado en el CEC la 
pérdida de la expresión de membrana de EGFR y su acumulación en el citoplasma (expresión 
aberrante), lo que se ha sugerido que sería el resultado de mutaciones en el gen de EGFR 
(Groves et al., 1992). Se ha demostrado la sobre-expresión de EGFR en el 78,1 % de los casos 
de una serie de CEC (Toll et al., 2010) y en el 56 % de una serie de CEC avanzados (Sweeny et 
al., 2011) aunque sin implicaciones pronósticas en ninguna de las dos. En nuestra serie, hemos 
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demostrado sobre-expresión de EGFR en 33 casos (35,1 %) (Tabla 13) y fue significativamente 
más frecuente en los tumores primarios que progresaron, demostrándose  (Tabla 54) su 
independencia en el análisis multivariante (Tablas 56, 57).  
 
Las aberraciones cromosómicas que afectan al gen de EGFR en el CEC se han evaluado 
por hibridación in situ en diferentes estudios. En un estudio en el que se propuso que la sobre-
expresión de EGFR era factor pronóstico del CEC, no se encontraron amplificaciones del gen 
EGFR, pero sí polisomías en el 20% de los casos (Ch'ng et al., 2008). Otro estudio sí detectó 
amplificaciones en el gen EGFR en el 20% de los casos, pero predominaron las aberraciones 
numéricas en el 77% de los CECs, si bien, no se evaluó su posible relación con el pronóstico 
(Toll et al., 2010). También demostraron un porcentaje más alto de queratinocitos con sobre-
expresión de EGFR por inmunohistoquímica que aberraciones cromosómicas numéricas 
determinadas por FISH (Toll et al., 2010). Por esta razón, parece que la sobre-expresión de 
EGFR no se correlacionaría necesariamente con las aberraciones cromosómicas numéricas 
determinadas por FISH. En nuestro estudio, se observó la amplificación del gen EGFR en el 
7,1% de los casos por FISH, y no demostramos polisomías ni otros cambios en el resto de las 
muestras. Encontramos que la sobre-expresión de EGFR fue más común en los tumores con 
amplificación del gen (Figura 98); aunque estos datos deben ser tomados con precaución, 
debido al pequeño número de tumores que mostraron amplificación del gen EGFR. 
 
El valor pronóstico de la sobreexpresión de EGFR en el CEC no se conoce bien, debido a 
los resultados controvertidos procedentes de distintos grupos de trabajo, como hemos 
comentado. En nuestra serie de pacientes con CEC observamos que la sobre -expresión de 
EGFR tiene implicaciones en el pronóstico, pues se asoció a la presencia de metástasis 
ganglionares y progresión tumoral, tanto en el análisis univariante (Tabla 54) como en el 
multivariante (Tablas 56, 57). Ello sugiere que las terapias anti-EGFR podrían ser útiles en 
ciertos pacientes seleccionados con CEC metastásico. Además, nuestros resultados, entre 
otros, avalan que existe evidencia para considerar que la sobre-expresión de EGFR podría ser 
un marcador molecular de mal pronóstico en el CEC. Pero se necesitarían de nuevo más 
estudios con series más grandes de pacientes para confirmar estas proposiciones. 
 
2.3.6 La expresión de D2-40 se relaciona con la latencia hasta el desarrollo 
de eventos de mala evolución clínica en el CEC 
 
D2-40 o PODOPLANINA se ha relacionado con el pronóstico de algunos tumores 
(Doeden et al., 2009; Vormittag et al., 2009), incluyendo el CEC (Toll et al., 2012). Sin embargo, 
el mecanismo por el que D2-40 podría influir en la patogenia y comportamiento del CEC no se 
conoce bien. Se sabe que D2-40 puede actuar facilitando la migración de las células tumorales 
a partir de la remodelación de su citoesqueleto (Wicki et al., 2006), lo que sugiere que podría 
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intervenir en el proceso de transición epitelio-mesenquima. El marcaje en el CEC frente a D2-
40 de las células del endotelio linfático y de las células tumorales, es similar a los patrones de 
expresión que se observan en otras formas de carcinoma epidermoide, como los de la cavidad 
oral y la laringe (Kreppel et al., 2011; Vormittag et al., 2009; Yuan et al., 2006); aunque existen 
algunas diferencias en lo relativo a la frecuencia e intensidad de su expresión, siendo más baja 
en los CEC (Kreppel et al., 2012). Dado que la expresión de D2-40 parece estar ligada a la 
diseminación por vía linfática del tumor, estas diferencias en la expresión de D2-40 entre 
tumores quizás reflejen el menor riesgo del desarrollo de metástasis linfáticas descrito e n los 
CEC (Kreppel et al., 2012) al compararlos con los CE de la cavidad oral o laringe. Otros autores 
han encontrado una correlación entre niveles bajos de expresión de D2-40 y la diseminación 
linfática, así como con el desarrollo de metástasis ganglionares en el cáncer de cuello de útero 
(Dumoff et al., 2006) y en el cáncer de pulmón (Shimada et al., 2009), lo que sugiere que D2-40 
podría jugar papeles distintos en la carcinogénesis en función del contexto y del tipo de cáncer. 
 
En general, el patrón de expresión de D2-40 y su asociación con el desarrollo de 
eventos de mala evolución clínica en el CEC se ha estudiado poco en trabajos anteriores. En 
nuestro estudio, la expresión elevada de D2-40 se asoció a un acortamiento de la latencia 
hasta el desarrollo de metástasis ganglionares y eventos de mala evolución clínica, 
considerados de forma global, así como a una tendencia hacia a una menor latencia en el 
desarrollo de la recidiva local (Tabla 59). Por tanto, la expresión de D2-40 parece estar 
relacionada, no sólo con el desarrollo de metástasis ganglionares, sino también con la recidiva 
local, y podría establecer una conexión molecular entre ambos fenómenos, algo ya conocido a 
nivel clínico (Veness et al., 2006). En el estudio multivariante, D2-40 fue el único factor de 
riesgo independiente del acortamiento del periodo libre de enfermedad o latencia hasta el 
desarrollo de eventos de mala evolución clínica, y hasta el desarrollo de metástasis 
ganglionares (Tabla 59). La inmunodepresión y la expresión de D2-40 estuvieron asociadas con 
una menor latencia hasta la recaída en esta cohorte (Tabla 59). 
 
En nuestro trabajo además, la expresión de D2-40 se identificó como un factor de 
riesgo para el desarrollo de eventos de cualquier evento de mala evolución clínica y del 
desarrollo de recidiva local (Tabla 54). D2-40 se ha relacionado previamente con el mayor 
riesgo de metástasis ganglionares en el CEC (Kreppel et al., 2012; Toll et al., 2012). En nuestro 
estudio, no conseguimos demostrar un mayor riesgo de metástasis dependiente de la 
expresión de D2-40, probablemente debido al pequeño grupo de pacientes con metástasis en 
nuestra cohorte, pero las metástasis que aparecen lo hacen más precozmente en los tumores 
que expresan este marcador. Otros autores tampoco han demostrado esta asociación aunque 
en ese trabajo relacionaron la expresión de D2-40 con una menor tasa de supervivencia a los 5 
años (Kreppel et al., 2011; Vinicius de et al., 2011) algo que nosotros no pudimos evaluar 
correctamente por el escaso tamaño de muestra de pacientes que fallecieron por CEC en 
nuestra cohorte.  
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Además, observamos una tendencia hacia la asociación entre la expresión de D2-40 y 
otra serie de características clínicopatológicas de los tumores, habitualmente indicadoras de 
mal pronóstico (Tabla 53). Así, encontramos asociación con el tamaño del tumor, algo que ya 
se había observado previamente (Kreppel et al., 2011); con el patrón de crecimiento 
infiltrativo, también indicado en otro estudio (Toll et al., 2012); y con la desmoplasia, que en 
nuestro conocimiento sería la primera observación al respecto (Tabla 53). En resumen, nuestro 
trabajo confirma las implicaciones en el pronóstico de D2-40 en el CEC y, además, identifica su 
relevancia en la latencia hasta el desarrollo de eventos de mala evolución clínica y su 
asociacióncon un acortamiento del periodo libre de enfermedad. Aunque está creciendo la 
evidencia de las implicaciones en el pronóstico de la expresión de D2-40 en el CEC, se 
necesitarían más estudios con series más grandes de pacientes para validar estos resultados 
preliminares.  
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3 MIRNA-203 Y MIRNA-205 SE EXPRESAN DE MANERA DIFERENTE 
EN EL CEC E IDENTIFICAN SUBGRUPOS CON DIFERENTE 
PRONÓSTICO  
 
Hasta el momento el papel de los miRNAs en el CEC es desconocido. Aunque algunos 
autores han demostrado patrones diferenciales de expresión de miRNAs en líneas cel ulares de 
cáncer de piel (Bruegger et al., 2013), y en el CEC de zonas expuestas y no expuestas a la 
exposición solar crónica (Dziunycz et al., 2010), su valor pronóstico potencial no se ha 
explorado en detalle. En este estudio, identificamos los patrones de expresión de miRNAs en 
un panel bien definido de líneas celulares de CEC de origen múrido, que representan las 
distintas fases de la progresión de este tumor (Linardopoulos et al., 1995; Navarro et al., 1991; 
Oft et al., 2002; Wong et al., 2013), empleando microarrays específicos para la detección y 
cuantificación de la expresión de miRNAs. A partir de los resultados obtenidos de la expresión 
diferencial en el panel de líneas celulares, y teniendo en cuenta sus implicaciones en la 
homeostasis de la piel normal, seleccionamos miRNA-203 y miRNA-205 (Lena et al., 2008; Tran 
et al., 2012) como miRNAs candidatos para estudiar su patrón de expresión, su asociación con 
distintas características clínico-patológicas y su valor pronóstico en la cohorte de CECs de este 
estudio. Finalmente, construimos un modelo de regresión logísti ca multinomial para 
diferenciar clústeres o grupos de tumores con distinto pronóstico, en base a la expresión de 
estos miRNAs y otras características clínico-patológicas. 
 
3.1 La expresión de miRNA-203 y miRNA-205 se asociaron diferentes 
características clínico-patológicas y evolutivas de la enfermedad 
 
Hemos evaluado las asociaciones de los patrones de expresión de miRNA-203 y 
miRNA-205, y su grado de asociación con las características clínicas, histopatológicas y de 
seguimiento en nuestra cohorte de pacientes. De forma global, podemos decir que estos dos 
miRNAs se asociaron a diferentes variables de una manera mutuamente excluyente  (Figuras 
112, 113).  
 
3.1.1 miRNA-205 y CEC 
 
Existe una falta de conocimiento sobre el papel del miR-205 en la patogenia del CEC. 
Se ha demostrado que sus niveles se encuentran más elevados en el tumor que en la piel 
normal (Bruegger et al., 2013), en la que su expresión se restringe especialmente a la capa 
basal y a las células progenitoras, encontrándose ausente en capas suprabasales del epitelio 
(Wang et al., 2013a). Ciertamente, en nuestro estudio, en la piel normal el miRNA-205 tendió a 
  DISCUSIÓN 
339 
 
expresarse en la capa basal y en las capas más bajas del epitelio (Figura 112), tal y como se ha 
publicado previamente (Wang et al., 2013a). La expresión de miRNA-205 en los tumores se 
asoció a variables histopatológicas de mal pronóstico, como el patrón de crecimiento 
infiltrativo, la infiltración perineural y la presencia de desmoplasia (Tablas 64, 65). Por otra 
parte, encontramos que la expresión de miRNA-205 se correlacionó con el riesgo de recidiva 
local (Figura 114), aunque no encontramos asociación con otros eventos de mala evolución 
clínica durante el seguimiento.  
 
Se ha descrito que el miRNA-205 mantendría la proliferación epitelial durante el 
desarrollo de la piel, y la falta de su expresión inhibiría la proliferación de las células de la capa 
basal (Wang et al., 2013a). Aunque se ha descrito que el miRNA-205 exhibiría una función 
represora de la transición epitelio-mesenquima mediante la inhibición de factores de 
transcripción ZEB que la promueven (Gregory et al., 2008), en nuestro estudio hemos 
observado la expresión del miRNA-205 a lo largo del frente de invasión. Esto puede estar en 
consonancia con el hecho de que en el frente de invasión del epitelio de tumores humanos, 
rara vez se observa una transición epitelio-mesenquimal pura. De hecho, mientras la transición 
epitelio-mesenquima se acepta como un programa crítico durante la embriogénesis, su 
participación en el desarrollo de metástasis de carcinomas ha sido cuestionada por diversos 
autores (Garber, 2008; Ledford, 2011; Tarin et al., 2005). Además, se ha propuesto que 
durante el proceso de invasión de los carcinomas habría más bien una transición epitelio-
mesenquimal parcial, en que las células epiteliales perderían su polaridad en parte, así como 
sus propiedades de adhesión y tendrían una diferenciación epitelial más pobre, pero sin 
adquirir un fenotipo mesenquimal completo (Lu et al., 2013; Micalizzi et al., 2010; Nakaya and 
Sheng, 2013; Savagner, 2010). Se ha indicado que la participación de la familia de los miRNA-
200, a la que pertenece miR-205, en la regulación de este estado intermedio, podría ser 
importante (Lu et al., 2013). 
 
En nuestro estudio, también observamos una correlación positiva entre el patrón de 
expresión del miRNA-205 y el de P63 (Tabla 64, Figura 118); de tal manera que cuando el 
primero se expresó, P63 tendió a expresarse también. Esto está de acuerdo con el hecho, ya 
publicado, de que P63 induciría la expresión del miRNA-205, y con la asociación positiva entre 
la expresión de ambas moléculas que se observaen algunas formas de cáncer (Gandellini et al., 
2009; Tran et al., 2012; Tucci et al., 2012).  
 
Un punto importante de nuestro trabajo sería la sugerencia de un potencial efecto 
protumoral del miRNA-205 en el CEC. En este sentido, se han acumulado evidencias de que el 
miR-205 podría tener un doble comportamiento. Por un lado, podría funcionar como un 
supresor tumoral, principalmente a través del mantenimiento del fenotipo epitelial por medio 
de la inhibición de la transición epitelio-mesenquima completa, a través de la inhibición de 
factores de transcripción como ZEB, con la consiguiente re-expresión de E-CADHERINA 
(Gregory et al., 2008). Por otro lado, también podría funcionar como oncogén, 
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fundamentalmente a través de la activación de la vía de señalización de AKT (Cai et al., 2013; 
Lei et al., 2013; Qu et al., 2012). Por ello, dependiendo del contexto tumoral, miRNA-205 
podría jugar un papel u otro (Qin et al., 2013). Nuestros resultados sugieren que el papel del 
miRNA-205 en el CEC sería más bien oncogénico, ya que el miRNA-205 se expresó en las zonas 
indiferenciadas y en el frente de invasión de los CEC, en el que también existe una pérdida de 
diferenciación. El miRNA-205 probablemente ayude a mantener un fenotipo epitelial más 
inmaduro y proliferativo, como sucede en la capa basal de la piel, y en el contexto tumoral 
asociándose a zonas del tumor más indiferenciadas y agresivas. Esto podría producirse a partir 
de la activación de la vía de señalización de AKT, como sucede en la piel normal (Wang et al., 
2013a), y en otros tumores (Cai et al., 2013; Karaayvaz et al., 2012; Lei et al., 2013; Qu et al., 
2012). Ello también es consistente con la correlación inversa entre miRNA-205 y E-CADHERINA 
encontrada en nuestro estudio (Tabla 64). Sería interesante evaluar en los tumores los niveles 
de expresión de algunos intermediarios de la vía AKT, como PTEN, o el de di stintas isoformas 
de AKT, y valorar su relación con la expresión de miRNA-205 en los tumores, para profundizar 
en la relación entre esta vía de señalización y el miRNA-205. 
 
3.1.2 miRNA-203 y CEC 
 
En nuestro estudio, los patrones de expresión del miRNA-203 se asociaron a variables 
de buen pronóstico en el CEC (Tablas 64, 65). El miR-203 se expresó más frecuentemente en 
tumores bien diferenciados, y en aquéllos que exhibían un patrón de crecimiento expansivo, 
mientras que no se detectó en la mayoría de los tumores con patrón de crecimiento 
infiltrativo, pobremente diferenciados o desmoplásicos. Además, los tumores en los que no se 
expresó el miRNA-203 presentaron una recidiva local más precoz que aquellos que lo 
expresaron (Figura 124). En los tumores bien diferenciados, miRNA-203 tendió a expresarse en 
torno a las áreas con diferenciación queratósica (Figura 122). En la piel normal, se expresó en 
las capas suprabasales (Figura 112), coincidiendo con la pérdida de P63, algo que ya se ha 
demostrado en anteriores estudios (Lena et al., 2008; Wei et al., 2010). En los tumores, la 
expresión de miRNA-203 se correlacionó inversamente con la expresión de P63, de manera 
que los tumores que expresaron miRNA-203 tendieron a no expresar P63 (Tabla 64, Figura 
120).  
 
Sorprende el hecho por el que a pesar del papel conocido de miRNA-203 en la 
diferenciación de la piel normal y en la homeostasis de los queratinocitos (Lena et al., 2008), 
este miRNA no haya sido adecuadamente estudiado en el CEC. Se ha sugerido, no obstante, un 
papel supresor tumoral del miRNA-203 en el carcinoma basocelular (Sonkoly et al., 2012) y en 
otras formas de cáncer (Bian et al., 2012; Bo et al., 2011; Chiang et al., 2010; He et al., 2013; 
van Kempen et al., 2012; Yu et al., 2013; Yuan et al., 2011; Zhang et al., 2013a; Zhu et al., 
2013a), aunque también se ha relacionado con una función oncogénica en algunos tumores 
(Greither et al., 2009; Ikenaga et al., 2010). Nuestros resultados apoyan que el miRNA-203 se 
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comportaría como un supresor tumoral en el CEC e identificaría un subgrupo de tumores con 
mejor pronóstico. Su asociación con tumores bien diferenciados, con un patrón de crecimiento 
no infiltrativo y con tumores no desmoplásicos, nos sugiere que pueda jugar un papel en la 
inhibición de la migración celular de los queratinocitos en el CEC. 
 
3.1.3 Expresión y asociaciones excluyentes entre el miRNA-203 y el miRNA-
205 
 
Un aspecto muy interesante que encontramos en nuestro trabajo fue el patrón de 
expresión heterogéneo y parcialmente excluyente de miRNA-203 y miRNA-205 a través de los 
tumores, dependiendo del grado de diferenciación y en el frente de invasión (Figura 113). Así, 
miRNA-205 se expresó fundamentalmente en las áreas pobremente diferenciadas, en el frente 
de invasión (siendo muy evidente su expresión en la invasión perineural) y en tumores 
desmoplásicos (Tabla 63); mientras que el miRNA-203 se expresó de forma preferente en áreas 
bien diferenciadas, fuera del frente de invasión y en las áreas no desmoplásicas (Tabla 62), en 
un patrón parcialmente excluyente con el de miRNA-205 (Figura 112). Estos hallazgos están a 
favor de un papel oncogénico del miRNA-205 y un papel supresor tumoral del miRNA-203 en la 
patogenia del CEC. En este estudio, por primera vez demostramos la localización diferencial de 
ambos miRNAs, miRNA-203 y miRNA-205, en el CEC, y correlacionamos sus patrones de 
expresión con variables clínico-patológicas e evolutivas del tumor. En nuestro conocimiento, 
no existen otros trabajos que hayan evaluado la expresión diferencial de estos miRNAs en el 
CEC; que por otro lado nótese que es consistente con la expresión que se observa de estos 
miRNAs en la piel normal, con el miRNA-205 en zonas basales de mayor proliferación y menor 
diferenciación, y el miR-203 en zonas suprabasales menos proliferativas y más diferenciadas 
(Lena et al., 2008; Wang et al., 2013a). 
  
3.2 Significado de la expresión de miRNA-203 y miRNA-205 en el 
pronóstico del CEC 
 
Finalmente, integrando los patrones de expresión de esos miRNAs junto con 
parámetros clínicos e histopatológicos con valor pronóstico en el CEC, identificamos clústeres 
de tumores con diferente pronóstico a través de un modelo de regresión logística multinomial. 
Aunque estos clústeres se basaron en variables clínicas e histopatológicas diversas, es 
importante resaltar que quedaron bien definidos por los patrones globales de expresión de 
miRNA-203 y miRNA-205 (Tabla 68, Figuras 127, 130).  
 
Así, el clúster-1, con el mejor pronóstico, se caracterizó por la ausencia de expresión de 
miR-205 y una elevada frecuencia de expresión de miR-203. Por el contrario, el clúster-4, con 
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el peor pronóstico, mostró una elevada proporción de tumores con expresión de miR-205 y 
una ausencia del miR-203. Además, se comprobó un progresivo incremento en la proporción 
de tumores que expresaron miR-205 a medida que también presentaban más características 
de mal pronóstico. MiR-203 siguió, en general, una tendencia inversa, siendo su expresión más 
frecuente en los clústeres con tumores que tenían un mejor pronóstico y, viceversa, menos 
frecuente en los clústeres con tumores de pronóstico más desfavorable.  
 
Considerando los clústeres generados, debe repararse en el hecho de que ninguno de 
los tumores en el clúster-1, de buen pronóstico, exhibió infiltración perineural, desmoplasia, ni 
patrón de crecimiento infiltrativo; mientras que todos los tumores del clúster-4, de mal 
pronóstico, exhibieron un patrón de crecimiento infiltrativo y la mayoría presentaban 
infiltración perineural y desmoplasia. Lo que es más, la proporción de tumores con moderado 
o grado pobre de diferenciación fue inesperadamente elevada en los clústers-1 y 2. De hecho, 
la frecuencia de otras características indicadoras de mal pronóstico no siguió siempre un 
gradiente por el que su frecuencia tendiera a ser más alta en los clústeres de peor pronóstico, 
aunque globalmente sí lo hicieron. Por ello, los miRNAs ayudaron a identificar el pronóstico de 
los tumores más allá de otros parámetros ya más establecidos. Así, existieron diferencias 
significativas en el desarrollo de eventos de mala evolución clínica entre los clústeres 
seleccionados por nuestro modelo, de modo que el número de eventos de mala evolución fue 
más frecuente en los tumores del clúster 4 y, progresivamente, menos frecuente en los 
clústeres 3, 2 y 1.  
 
A la luz de estos resultados, creemos que los miRNAs podrían ser marcadores 
pronósticos útiles en el CEC. Además, teniendo en cuenta que los miRNAs son moléculas clave, 
que afectan a diferentes procesos en la homeostasis celular a través de la regulación de 
múltiples proteínas, los tratamientos basados en miRNAs diana quizás podrían ser más 
efectivos que aquéllos que se dirigen únicamente frente a una única proteína. Por ello, quizás 
lleguen a tener un potencial terapéutico en el CEC y en otros tumores epiteliales.  
 
3.3 Comparación de la QPCR y la hibridación in situ como técnicas para 
evaluar la expresión de miRNAs en muestras humanas de CEC 
 
Aunque los datos de expresión de miRNAs obtenidos mediante QPCR e hibridación in situ 
no fueron contradictorios y de hecho guardaron una tendencia similar, el número de 
asociaciones encontradas mediante hibridación in situ fue mucho mayor en este estudio. El 
rendimiento obtenido mediante QPCR para miRNA-203 fue algo menor que para el miRNA-
205. Estos hallazgos nos hacen sugerir que aunque la QPCR es una técnica muy sensible y muy 
útil para evaluar la expresión de miRNAs en las líneas celulares, resulta menos rentable en 
muestras humanas de CEC. Esto puede deberse en parte a que los tumores sólidos, como el 
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CEC, son heterogéneos. Por otra parte, el tejido que se analiza mediante QPCR es un pool de 
células de distinto origen. Por un lado existen células del parénquima tumoral –que nos 
interesa evaluar especialmente en este caso-, pero también existen áreas de estroma, incluso 
áreas de tejido normal adyacente al tumor. La imposibilidad de discriminar entre dichos 
componentes tisulares (salvo que se realice una microdisección del tejido) hace que la 
expresión de las moléculas estudiadas no proceda exclusivamente del área de interés. Por otra 
parte, el hecho de que no se pueda evaluar estructuralmente el tejido, hace que no resulte 
posible diferenciar dentro de un tumor en qué áreas del mismo se encuentran 
preferentemente expresados los miRNAs (frente de invasión, áreas diferenciadas etc.). Por 
este motivo, para evaluar la expresión de miRNAs en el CEC recomendamos utilizar la 
hibridación in situ frente a la QPCR, que consideramos que ofrece una mayor rentabilidad y 
una idea más real de cómo se expresan los miRNAs en la piel y en el propio tumor.   
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4 EL CARCINOMA BOWENOIDE PODRÍA SER UN SUBTIPO DIFERENTE 
DE CEC 
 
El CEC intraepitelial se conoce con el nombre de enfermedad de Bowen. Representa un 
cambio de todo el espesor del epitelio, con pérdida de polaridad celular, atípica citológica 
significativa y mitosis (Alam and Ratner, 2001). Cuando la enfermedad de Bowen se transforma 
en un CEC invasor, se forman islas de queratinocitos que tienden a penetrar en la dermis, en 
ocasiones con características fenotípicas diversas (Kao, 1986). Podemos denominar al CEC 
invasor que se produce en el contexto de una enfermedad de Bowen como carcinoma 
bowenoide. 
 
En nuestro estudio, los casos de carcinoma bowenoide exhibieron unas características 
histopatológicas y moleculares significativamente distintas del resto de los CEC (Tabla  69). Así, 
los carcinomas bowenoides tendieron a exhibir un grado pobre de diferenciación, pero con un 
crecimiento expansivo. Carecieron de desmoplasia y de infiltración perineural, y tendieron a 
expresar con mayor frecuencia P16 y D2-40. Por otra parte, y aunque no se demostraron 
diferencias significativas con el resto de los CEC, se comprobó que la expresión de P63 fue muy 
frecuente, al igual que la de CD44 (Tabla 15, Figura 35), marcadores de célula stem epitelial 
(Aruffo et al., 1990; Chikamatsu et al., 2010; Oh et al., 2011; Prince et al., 2007). Además, y a 
pesar de ser indiferenciados citológicamente, no expresaron VIMENTINA y mantuvieron la 
expresión de E-CADHERINA, lo que estaría en relación con su origen epitelial. 
 
En nuestro conocimiento, no existen hasta la fecha trabajos previos que comparen la 
expresión de diferentes marcadores en el CEC típico y en el CEC bowenoide, o entre la 
queratosis actínica y la enfermedad de Bowen. En nuestro estudio, resultaron interesantes las 
diferencias comprobadas en relación con la expresión de los miRNAs. Así, los casos de 
carcinoma bowenoide tendieron a no expresar miRNA-203, lo que está de acuerdo con el 
hecho de que son citológicamente indiferenciados y que expresan P63 intensamente (Lena et 
al., 2008); pero también tendieron a no expresar miRNA-205, lo que se asocia quizás a su 
comportamiento más favorable y al hecho de que mantengan la expresión de E-CADHERINA 
(Gregory et al., 2008). A este respecto, se asume que el carcinoma bowenoide tiende a tener 
un comportamiento más agresivo que los CEC típicos. En realidad, la evidencia de esta 
afirmación procede de casos aislados o de series de pacientes pequeñas (Cassarino et al., 
2006b; Gonzalez-Perez et al., 1997; Herat et al., 2006; Kao, 1986), y hemos de añadir que en 
nuestra serie de carcinomas bowenoides también lo fue (con 12 casos de carcinoma 
bowenoide invasor). 
 
La enfermedad de Bowen se localiza más frecuentemente que el CEC clásico a nivel 
perianal (Alam and Ratner, 2001; Arlette and Trotter, 2004), y los carcinomas bowenoides 
agresivos también se han descrito en esa área (Herat et al., 2006), que ya confieren de por sí 
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un peor pronóstico en el CEC clásico (Martorell-Calatayud et al., 2013), lo que se reconoce en 
el grupo de trabajo de la NCCN. Por este motivo, quizás la afirmación de la mayor agresividad 
del carcinoma bowenoide deba ser validada en series de pacientes más grandes, para 
demostrar que el peor pronóstico de esta entidad existe con independencia de otros factores 
de riesgo, como la localización. En general, las series grandes de carcinomas epidermoides que 
evalúan el pronóstico de la enfermedad, no establecen distinción entre CEC bowenoides y 
típicos. En nuestro caso, las diferencias encontradas entre estas dos posibles entidades en la 
expresión de miRNAs e histopatológicas nos hizo analizarlos por separado.  
 
Aunque los datos evolutivos que se derivan de la serie de carcinoma bowenoide aquí 
representada no son muy fiables, por la falta de eventos clínicos de mala evolución durante el 
seguimiento en dichos pacientes, las diferentes características histopatológicas y, sobre todo, 
moleculares (tanto inmunohistoquímicas como de expresión diferencial de miRNAs), nos 
hacen sugerir que pueda tratarse de una entidad diferente y elucubrar que quizás tenga un 
origen celular distinto al de la mayoría de los carcinomas epidermoides. En este se ntido, el 
carcinoma bowenoide, en ocasiones desarrolla rasgos de diferenciación basaloide o 
pseudofolicular. Un trabajo reciente establece que el CEC derivaría de células stem localizadas 
en el epitelio interfolicular de la piel, mientras que el carcinoma basocelular probablemente lo 
haga de células stem del folículo. Aunque no hemos podido comparar aquí casos de carcinoma 
basocelular con los de CEC y con los de carcinoma bowenoide, lo que sí parece claro es que 
existen varios nichos de células stem en el epitelio de la piel (Arwert et al., 2012; Perez-Losada 
and Balmain, 2003), y no sería raro que diferentes tumores tuvieran orígenes en 
subpoblaciones de células stem distintas. Serían necesarios más estudios para validar estas 
hipótesis, a partir de una serie más grande de carcinomas epidermoides bowenoides y con un 
panel de marcadores epiteliales más complejo. 
 
En cualquier caso, y a parte de los datos derivados de este estudio, existe una 
observación clínica que también hace pensar que se trate de entidades distintas. 
Habitualmente, los pacientes que desarrollan un CEC invasor clásico, exhiben signos de 
exposición solar crónica y múltiples queratosis actínicas. Los casos de enfermedad de Bowen 
suelen asentar en zonas de piel, que aunque se encuentre crónicamente expuesta al sol, no 
suelen albergar un número abundante de queratosis actínicas; de hecho, es frecuente 
observarla como una lesión aislada, algo que ya observaron los autores clásicos cuando 
definieron esta entidad (Bowen, 1912; Lee and Wick, 1990). Desde otro punto de vista, en 
nuestra serie, los casos de carcinoma bowenoide que procedieron de áreas de enfermedad de 
Bowen aparecieron, significativamente, con más frecuencia en personas que no tenían 
antecedentes de queratosis actínica. Por otra parte, dentro de las múltiples  queratosis 
actínicas que tienen algunos pacientes (el prototipo de paciente que habitualmente acaba 
desarrollando un CEC clásico), no es raro que algunas abarquen todo el epitelio (lo que se 
puede llamar queratosis actínica bowenoide) pero, hasta que acaban convirtiéndose en 
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carcinoma epidermoide invasor, tienen la peculiaridad de respectar bastante bien el 
infundíbulo folicular, algo que en el caso de la enfermedad de Bowen no sucede.  
 
Por todas las razones expuestas, sería interesante diseñar un estudio que pudiera 
confirmar o desmentir que, por un lado, la enfermedad de Bowen es una entidad diferente y, 
posiblemente, con un origen celular distinto a las queratosis actínicas; y por el otro, que el 
carcinoma bowenoide también es diferente del CEC clásico, en el que se han centrado la 
mayoría de los estudios con series grandes de pacientes. Incluso dentro de la teoría sobre el 
desarrollo tumoral en múltiples fases que se aplica a diferentes tumores epiteliales, incluido el 
CEC, la tendencia es a pensar que desde la piel normal se desarrollaría la queratosis actínica, 
posteriormente, la enfermedad de Bowen y, finalmente, el carcinoma epidermoide invasor. 
Pues bien, podría ser también que el queratinocito a partir del que se forma el clon de células 
cancerígenas pudiera dar lugar, por un lado, a una queratosis actínica y ésta, posteriormente, a 
un CEC clásico y, por otro, a una enfermedad de Bowen, que en caso de invadir estructuras 










5 PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
Existen marcadores de mal pronóstico reconocidos en el CEC como el grado de 
diferenciación, el espesor, el tamaño tumoral, la infiltración perineural, la localización en áreas 
de alto riesgo y la recidiva local, que también hemos comprobado en nuestra seri e de 
pacientes. Además, hemos comprobado que -como ya se ha sugerido en otros estudios- la 
desmoplasia, el patrón de crecimiento y la ulceración, así como el infiltrado inflamatorio 
podrían ser variables relacionadas con el pronóstico en este tumor y, por primera vez, hemos 
establecido un punto de corte de velocidad de crecimiento a partir del cual podríamos 
considerar que un CEC es de alto riesgo, lo que ayudaría en el manejo de estos pacientes. Sería 
interesante validar con series más grandes de pacientes el valor de la desmoplasia, el patrón 
de crecimiento infiltrativo, la ulceración y de la velocidad de crecimiento, para poder predecir 
mejor implicaciones potenciales de estas variables en el manejo de los pacientes con CEC. 
Conocer mejor la naturaleza de los infiltrados inflamatorios en el CEC también podría ayudar a 
establecer en qué medida influye la inmunidad en la promoción o en la lucha frente a este 
tumor y, aunque existe algún estudio preliminar al respecto, sería necesario validarlo con 
series más grandes y confirmarlo con otros trabajos.   
 
En este estudio, además hemos establecido que la sobreexpresión de EGFR es un 
factor de riesgo independiente de progresión en el CEC; y que la expresión de D2-40 se 
relaciona con el acortamiento del intervalo libre de enfermedad en este tumor, ambos 
resultados pensamos que pueden ayudar a esclarecer parte de la controversia existente sobre 
el tema (Ch'ng et al., 2008; Sweeny et al., 2011; Toll et al., 2012). No obstante, existen muchas 
lagunas en la biología de este tumor y en general sobre los marcadores moleculares con valor 
pronóstico. TGF-beta sería un marcador interesante a estudiar en el futuro para intentar 
valorar en qué medida tiene influencia en el desarrollo del CEC in vivo tal y como se ha 
demostrado en modelos in vitro, dada su relación con la transición epitelio-mesenquima y con 
procesos profibróticos, y habida cuenta de que en el CEC la desmoplasia tiende a asociarse a 
un patrón de crecimiento infiltrativo. Además, conocer mejor el resto de los factores 
implicados en la transición epitelio-mesenquima (i.e. TWIST, SNAI1, SNAI2) y de intermediarios 
de la vía de señalización fosfo-AKT (PTEN, SHIP2, AKT1, AKT2, AKT3), podría ayudar a conocer 
mejor en qué medida la transición epitelio-mesenquima se produce paralelamente a la 
activación de la vía AKT en este tumor, como recientemente se ha sugerido. 
 
Por encima del nivel de expresión de marcadores proteicos, hemos visto cómo la 
expresión diferencial de miRNA-203 y miRNA-205 se relaciona con el pronóstico en el CEC, lo 
que representa la primera aproximación al pronóstico de este tumor en base a la expresión de 
miRNAs. No obstante, hemos comprobado la expresión diferencial de otros miRNAs entre 
líneas celulares de CEC derivadas de múridos y en este sentido, validar algunos otros miRNAs 
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en tumores humanos podrá arrojar más luz sobre el miRNA-oma en el CEC. Además, dado que 
estas moléculas son reguladoras importantes de la expresión génica, que pueden afectar a la 
expresión de diversas proteínas, su conocimiento podría permitir establecer conexiones entre 
ellas y algunos de los procesos biológicos relacionados con el CEC. El hecho de disponer de 
líneas celulares de este tumor nos permitirá profundizar en los fenómenos biológicos del 
mismo para, posteriormente, validar las observaciones en series de tumores de nuestro 
archivo. No olvidemos también que tanto las proteínas como los miRNAs son potenciales 
dianas moleculares. En este sentido, un mayor conocimiento de los fenómenos relacionados 
con el desarrollo de este tumor abre la puerta a posibles aplicaciones terapéuticas para los 
pacientes con tumores localmente avanzados irresecables y/o metastásicos. 
 
Finalmente, hemos visto cómo un tipo de CECs que derivan de  la enfermedad de 
Bowen exhiben características diferentes a las del CEC convencional. Aunque estudiamos 
únicamente una pequeña serie de tumores de estas características, se abre aquí un nuevo 
campo de trabajo con el fin de validar esta hipótesis en una serie de tumores más grande, que 
nos permita comprobar si, efectivamente, es un subtipo diferente del CEC clásico y quizás con 
un origen celular distinto. 




































Primera conclusión: En general, las características clínico-patológicas del 
carcinoma epidermoide cutáneo se asocian entre sí en función de su pronóstico y de 
este modo, contribuyen a definirlo. Específicamente: 
 
1.1. El grado de diferenciación, la infiltración perineural, la recidiva local, la 
localización de alto riesgo y el infiltrado inflamatorio intratumoral intenso son factores 
de riesgo independiente de mal pronóstico; por otro lado, la velocidad de crecimiento 
mayor de 5 mm / mes es el factor de riesgo clínico-patológico más importante de 
acortamiento de intervalo libre de enfermedad en el carcinoma epidermoide cutáneo.  
 
1.2. La utilización simultánea en el mismo paciente de varios de los sistemas de 
estadiaje del carcinoma epidermoide cutáneo existentes, basados en distintas 
características clínico-patológicas, hace que mejore su capacidad predictiva del riesgo 
de mala evolución de la enfermedad. 
 
Segunda conclusión: Hemos definido la existencia de asociaciones entre distintos 
marcadores proteicos y entre éstos y las características clínico-patológicas de la 
enfermedad. Con ello, hemos definido el pronóstico del carcinoma epidermoide 
cutáneo. De forma particular:  
 
2.1. La expresión intensa de EGFR es factor de riesgo independiente de metástasis 
ganglionares y progresión del TNM.  
 
2.2.  La expresión de D2-40 se relaciona de forma independiente con el 
acortamiento del intervalo libre de enfermedad en el carcinoma epidermoide cutáneo. 
 
Tercera conclusión: Hemos identificado el patrón de expresión diferencial de miRNAs 
en distintas fases de progresión del carcinoma epidemoide cutáneo. El miRNA-203 y el 
miRNA-205 exhiben expresión diferencial y mutuamente excluyente en el CEC. La 
expresión de estos dos miRNAs se asocia a la de distintos marcadores proteicos y 
características clínico-patológicas de la enfermedad. En concreto:  
 
3.1. La expresión de miRNA-205 se asocia a factores clínico-patológicos de mal 
pronóstico y a un mayor riesgo de recidiva local.  Además, se relaciona positivamente 
con la expresión de P63.  




3.2. La expresión miRNA-203 se asocia a factores clínico-patológicos de buen 
pronóstico y a una mayor latencia hasta la recurrencia del tumor primario. A su vez, se 
relaciona negativamente con la expresión de P63.  
 
3.3. En cuanto a las técnicas de evaluación de la expresión de miRNAs, la 
hibridación in situ se mostró más eficaz que la QPCR al permitir, por un lado, evaluar la 
heterogeneidad intratumoral y por otro, excluir las áreas del tejido no relacionadas 
con el tumor. 
 
Cuarta conclusión: Hemos identificado subgrupos de pacientes con diferente 
pronóstico en el carcinoma epidermoide cutáneo considerando diferentes 
características clínico-patológicas y moleculares de forma simultánea. La expresión de 
miRNA-203 y miRNA-205 contribuye de forma eficaz a la discriminación de dichos 
subgrupos. 
 
Quinta conclusión: El carcinoma epidermoide cutáneo derivado de enfermedad 
de Bowen exhibe rasgos clínico-patológicos y moleculares distintos a los del resto de 
los carcinomas epidermoides cutáneos; si bien aún no podemos concluir, de forma 
definitiva y con nuestros datos, que se trate de un subtipo distinto de carcinoma 
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Resultados de expresión diferencial de miRNAs de los micro-arrays. 
 
Nº Name M/B Esc/Fus Esc mal/Fus 
1 hsa-let-7a*/mmu-let-7a*/mmu-let-7c-2* 1,047654134 0,967348162 0,992641429 
2 hsa-let-7a/mmu-let-7a/rno-let-7a 1,069652204 1,00608307 1,082105435 
3 hsa-let-7b*/mmu-let-7b*/rno-let-7b* 1,05441804 0,954078299 0,976133116 
4 hsa-let-7b/mmu-let-7b/rno-let-7b 1,065168195 0,927084961 0,939226067 
5 hsa-let-7c/mmu-let-7c/rno-let-7c 1,100974606 0,908639292 0,939670376 
6 hsa-let-7d*/mmu-let-7d*/rno-let-7d* 1,025356872 0,987013134 1,004270738 
7 hsa-let-7d/mmu-let-7d/rno-let-7d 1,081813456 0,937312132 0,972829308 
8 hsa-let-7e/mmu-let-7e/rno-let-7e 1,191758164 0,890837875 0,984363043 
9 hsa-let-7f-1*/mmu-let-7f* 1,014147447 0,980062575 0,980671784 
10 hsa-let-7f/mmu-let-7f/rno-let-7f 1,080817117 0,95207343 0,997899161 
11 hsa-let-7g*/mmu-let-7g* 0,83936603 1,139134299 1,031329595 
12 hsa-let-7g/mmu-let-7g 1,060575448 0,951235492 0,977132572 
13 hsa-let-7i*/mmu-let-7i*/rno-let-7i* 0,980228307 1,017715756 1,008695976 
14 hsa-let-7i/mmu-let-7i/rno-let-7i 1,085515416 0,921089919 0,947658612 
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15 hsa-miR-1/mmu-miR-1 1,079275335 0,952543839 0,997274042 
16 hsa-miR-100/mmu-miR-100/rno-miR-100 0,998489052 1,002508324 1,002677214 
17 hsa-miR-101*/mmu-miR-101a*/rno-miR-101a* 1,020118694 0,981790853 0,989843405 
18 hsa-miR-101/mmu-miR-101a/rno-miR-101ª 1,059507926 0,956717555 0,985691972 
19 hsa-miR-103/mmu-miR-103/rno-miR-103 1,003258504 1,045448421 1,081486015 
20 hsa-miR-106b*/mmu-miR-106b*/rno-miR-106b* 1,039642393 0,967020432 0,984101515 
21 hsa-miR-106b/mmu-miR-106b/rno-miR-106b 1,026306364 1,121179266 1,2373718 
22 hsa-miR-107/mmu-miR-107/rno-miR-107 1,060862848 0,947732155 0,971278502 
23 hsa-miR-10a*/mmu-miR-10a*/rno-miR-10a-3p 1,004786045 1,000209379 1,005471724 
24 hsa-miR-10a/mmu-miR-10a/rno-miR-10a-5p 1,021553281 1,020009392 1,057339455 
25 hsa-miR-10b*/mmu-miR-10b* 0,99730526 0,997346578 0,99256343 
26 hsa-miR-10b/mmu-miR-10b/rno-miR-10b 1,062880224 0,966349006 1,005821528 
27 hsa-miR-122/mmu-miR-122/rno-miR-122 0,958420489 1,025255269 0,996861197 
28 hsa-miR-124*/mmu-miR-124*/rno-miR-124* 0,975222596 1,022472202 1,011200442 
29 hsa-miR-124/mmu-miR-124/rno-miR-124 1,036908477 0,942860717 0,93941396 
30 hsa-miR-125a-3p/mmu-miR-125a-3p/rno-miR-125a-3p 1,060960665 0,978004632 1,024355578 
31 hsa-miR-125a-5p/mmu-miR-125a-5p/rno-miR-125a-5p 1,052493331 1,014426933 1,079587269 
32 hsa-miR-125b-1*/mmu-miR-125b-3p/rno-miR-125b-3p 1,108618258 0,891825272 0,916614371 
33 hsa-miR-125b/mmu-miR-125b-5p/rno-miR-125b-5p 1,249606619 0,837512455 0,930508368 
34 hsa-miR-126*/mmu-miR-126-5p/rno-miR-126* 0,993791942 1,002747209 0,998020876 
35 hsa-miR-126/mmu-miR-126-3p/rno-miR-126 0,992559272 1,018484736 1,023592981 
36 hsa-miR-127-3p/mmu-miR-127/rno-miR-127 1,0001372 0,991892675 0,986248034 
37 hsa-miR-127-5p/mmu-miR-127* 0,996132169 0,996890188 0,990521841 
38 hsa-miR-128a/hsa-miR-128b/mmu-miR-128a/mmu-miR-128b/rno-miR-128a/rno-miR- 0,993280581 1,002937526 0,99779301 




39 hsa-miR-129-3p/mmu-miR-129-3p/rno-miR-129* 1,035251807 0,932461456 0,919727099 
40 hsa-miR-129-5p/mmu-miR-129-5p/rno-miR-129 1,009395166 0,982719844 0,980283891 
41 hsa-miR-130a/mmu-miR-130a/rno-miR-130ª 1,070328806 0,990773428 1,055895797 
42 hsa-miR-130b*/mmu-miR-130b* 1,009132658 0,996847674 1,004306368 
43 hsa-miR-130b/mmu-miR-130b/rno-miR-130b 0,986787948 0,983178414 0,9570232 
44 hsa-miR-132/mmu-miR-132/rno-miR-132 1,042569879 0,996200261 1,037785405 
45 hsa-miR-133a/mmu-miR-133a/rno-miR-133ª 1,002086167 0,989053246 0,983452359 
46 hsa-miR-133b/mmu-miR-133b/rno-miR-133b 0,982627709 1,009157445 0,996776591 
47 hsa-miR-134/mmu-miR-134/rno-miR-134 1,020459002 0,983384736 0,99294707 
48 hsa-miR-135a*/mmu-miR-135a* 1,001419284 1,006196972 1,012148035 
49 hsa-miR-135a/mmu-miR-135a/rno-miR-135ª 0,9853985 1,013349844 1,006972267 
50 hsa-miR-135b/mmu-miR-135b/rno-miR-135b 0,999299573 1,054350082 1,092397457 
51 hsa-miR-136*/mmu-miR-136*/rno-miR-136* 0,989423038 1,000107056 0,988772784 
52 hsa-miR-136/mmu-miR-136/rno-miR-136 1,004679981 0,995384771 0,99707422 
53 hsa-miR-137/mmu-miR-137/rno-miR-137 0,998294928 0,996027465 0,991365224 
54 hsa-miR-138-1*/mmu-miR-138*/rno-miR-138* 1,11470725 0,895185301 0,927922444 
55 hsa-miR-138/mmu-miR-138/rno-miR-138 1,053499092 0,964341639 0,993156862 
56 hsa-miR-139-3p/mmu-miR-139-3p/rno-miR-139-3p 0,957345957 1,022776442 0,991444532 
57 hsa-miR-139-5p/mmu-miR-139-5p/rno-miR-139-5p 1,001978293 1,017706199 1,032491811 
58 hsa-miR-140-3p/mmu-miR-140*/rno-miR-140* 0,963070533 1,014554566 0,984084133 
59 hsa-miR-140-5p/mmu-miR-140/rno-miR-140 0,941864002 1,000639586 0,936365916 
60 hsa-miR-141/mmu-miR-141/rno-miR-141 0,80315814 1,310797067 1,248456624 
61 hsa-miR-142-3p/mmu-miR-142-3p/rno-miR-142-3p 1,207526339 0,871189041 0,960918943 
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62 hsa-miR-142-5p/mmu-miR-142-5p/rno-miR-142-5p 1,15115594 0,90831349 0,982698879 
63 hsa-miR-143/mmu-miR-143/rno-miR-143 1,133912002 0,820495117 0,810831542 
64 hsa-miR-144/mmu-miR-144/rno-miR-144 0,990515132 1,006817778 1,001423083 
65 hsa-miR-145*/mmu-miR-145* 1,079161056 0,937016241 0,969831331 
66 hsa-miR-145/mmu-miR-145/rno-miR-145 1,062560107 0,91216737 0,910632871 
67 hsa-miR-146a/mmu-miR-146a/rno-miR-146ª 1,034561363 1,054475029 1,130738582 
68 hsa-miR-146b-5p/mmu-miR-146b 1,020777432 1,053402555 1,114185719 
69 hsa-miR-147b/mmu-miR-147/rno-miR-147 1,01434902 1,003046192 1,020481991 
70 hsa-miR-148a*/mmu-miR-148a* 1,018860736 0,965924659 0,961162212 
71 hsa-miR-148a/mmu-miR-148ª 0,96249759 1,059500443 1,059427039 
72 hsa-miR-148b/mmu-miR-148b/rno-miR-148b-3p 1,019785541 0,990475905 1,004491604 
73 hsa-miR-149/mmu-miR-149 1,085036418 0,928356444 0,960033765 
74 hsa-miR-150*/mmu-miR-150* 1,029538427 0,931489639 0,912396308 
75 hsa-miR-150/mmu-miR-150/rno-miR-150 1,030731497 0,968546882 0,977788746 
76 hsa-miR-151-5p/mmu-miR-151-5p/rno-miR-151 1,044765268 0,975734829 1,004377264 
77 hsa-miR-152/mmu-miR-152/rno-miR-152 1,028724858 0,95809208 0,957652812 
78 hsa-miR-153/mmu-miR-153/rno-miR-153 0,98109719 1,01182612 0,999632651 
79 hsa-miR-154*/mmu-miR-154* 0,995629437 1,016089759 1,022843329 
80 hsa-miR-154/mmu-miR-154/rno-miR-154 1,072324653 0,951568298 0,988972817 
81 hsa-miR-15a/mmu-miR-15ª 1,082700425 0,938767067 0,976219985 
82 hsa-miR-15b*/mmu-miR-15b* 1,010253366 0,993438443 0,999624508 
83 hsa-miR-15b/mmu-miR-15b/rno-miR-15b 1,130823221 0,935857851 1,014597086 
84 hsa-miR-16/mmu-miR-16/rno-miR-16 1,039611357 1,062221036 1,149522985 
85 hsa-miR-17/mmu-miR-17/rno-miR-17-5p/rno-miR-17 1,075394491 0,977108931 1,036795938 
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86 hsa-miR-181a*/mmu-miR-181a-1*/rno-miR-181a* 0,974710234 1,002458011 0,976631066 
87 hsa-miR-181a/mmu-miR-181a/rno-miR-181ª 1,075734636 0,861648352 0,834085499 
88 hsa-miR-181b/mmu-miR-181b/rno-miR-181b 1,072678331 0,902202595 0,902583692 
89 hsa-miR-181c/mmu-miR-181c/rno-miR-181c 1,012881553 1,003978322 1,02053941 
90 hsa-miR-181d/mmu-miR-181d/rno-miR-181d 1,061222378 0,978768814 1,025949516 
91 hsa-miR-182/mmu-miR-182/rno-miR-182 1,01258863 1,084683808 1,159199229 
92 hsa-miR-183*/mmu-miR-183* 0,976778744 1,051666552 1,062568601 
93 hsa-miR-183/mmu-miR-183/rno-miR-183 0,993336553 1,106444526 1,174870083 
94 hsa-miR-184/mmu-miR-184/rno-miR-184 1,069979056 0,922607867 0,93590449 
95 hsa-miR-185/mmu-miR-185/rno-miR-185 0,964434135 1,021504116 0,997387067 
96 hsa-miR-186/mmu-miR-186/rno-miR-186 1,05095149 0,980621683 1,019054193 
97 hsa-miR-187/mmu-miR-187/rno-miR-187 1,016159541 0,980460899 0,983448855 
98 hsa-miR-188-3p/mmu-miR-188-3p 1,010609805 0,999615312 1,010628692 
99 hsa-miR-188-5p/mmu-miR-188-5p/rno-miR-188 0,995450721 1,007141032 1,007333297 
100 hsa-miR-18a*/mmu-miR-18a* 0,947634935 1,039710941 1,008698492 
101 hsa-miR-18a/mmu-miR-18a/rno-miR-18ª 1,010707996 1,068904991 1,129965906 
102 hsa-miR-190/mmu-miR-190/rno-miR-190 0,988790389 0,992312228 0,974776632 
103 hsa-miR-190b/mmu-miR-190b 1,025091074 0,99992947 1,026334576 
104 hsa-miR-191/mmu-miR-191/rno-miR-191 1,095456648 0,950016252 1,007923021 
105 hsa-miR-192/mmu-miR-192/rno-miR-192 0,989456438 1,014915235 1,014098271 
106 hsa-miR-193a-3p/mmu-miR-193/rno-miR-193 1,169832726 0,952299935 1,077809511 
107 hsa-miR-194/mmu-miR-194/rno-miR-194 0,92650402 1,031819392 0,970394005 
108 hsa-miR-195/mmu-miR-195/rno-miR-195 1,074969796 0,932049173 0,957168874 
109 hsa-miR-196a*/mmu-miR-196a*/rno-miR-196a* 1,026233251 0,974314653 0,983203194 
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110 hsa-miR-196a/mmu-miR-196a/rno-miR-196ª 0,986709257 0,994604934 0,976432796 
111 hsa-miR-196b/mmu-miR-196b/rno-miR-196b 1,00672455 0,972731383 0,960315878 
112 hsa-miR-197/mmu-miR-197 1,010761484 0,976591683 0,97116923 
113 hsa-miR-199a-3p/hsa-miR-199b-3p/mmu-miR-199a-3p/mmu-miR-199b/rno-miR-199a-3p 1,098417628 0,85306761 0,838962145 
114 hsa-miR-199a-5p/mmu-miR-199a-5p/rno-miR-199a-5p 1,048670246 0,895340337 0,868124016 
115 hsa-miR-19a*/mmu-miR-19a* 0,836765971 1,167143369 1,072471029 
116 hsa-miR-19a/mmu-miR-19a/rno-miR-19ª 1,122313686 0,92529396 0,988242933 
117 hsa-miR-19b/mmu-miR-19b/rno-miR-19b 1,129720401 0,985213934 1,101856521 
118 hsa-miR-200a*/mmu-miR-200a* 1,019778658 1,044531347 1,097797285 
119 hsa-miR-200a/mmu-miR-200a/rno-miR-200ª 0,811443131 1,294524935 1,236317599 
120 hsa-miR-200b*/mmu-miR-200b* 1,086541999 0,962937164 1,022440277 
121 hsa-miR-200b/mmu-miR-200b/rno-miR-200b 0,816811101 1,300478417 1,254433549 
122 hsa-miR-200c*/mmu-miR-200c* 1,046109707 0,958406161 0,975536875 
123 hsa-miR-200c/mmu-miR-200c/rno-miR-200c 0,791126198 1,292948034 1,20041902 
124 hsa-miR-202*/mmu-miR-202-5p 0,995221992 1,006860327 1,006605364 
125 hsa-miR-203/mmu-miR-203/rno-miR-203 0,869938056 1,092320534 0,998175007 
126 hsa-miR-204/mmu-miR-204/rno-miR-204 1,004612529 0,97861114 0,968200545 
127 hsa-miR-205/mmu-miR-205/rno-miR-205 0,767284988 1,390224719 1,310375905 
128 hsa-miR-206/mmu-miR-206/rno-miR-206 1,052797423 0,970708574 1,003582052 
129 hsa-miR-208/mmu-miR-208/rno-miR-208 1,00768024 0,991814992 0,99411866 
130 hsa-miR-208b/mmu-miR-208b 1,05519331 0,939390359 0,951229196 
131 hsa-miR-20a/mmu-miR-20a/rno-miR-20ª 1,028146791 1,090248938 1,185861357 
132 hsa-miR-20b/mmu-miR-20b/rno-miR-20b-5p 1,019340918 1,014027918 1,044679854 
133 hsa-miR-21/mmu-miR-21/rno-miR-21 1,065482814 1,063594924 1,178792489 
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134 hsa-miR-210/mmu-miR-210/rno-miR-210 0,998519545 0,980041767 0,964216281 
135 hsa-miR-212/mmu-miR-212/rno-miR-212 1,019355788 0,972174254 0,972456494 
136 hsa-miR-214*/mmu-miR-214* 0,969260541 1,016765508 0,994819892 
137 hsa-miR-214/mmu-miR-214/rno-miR-214 1,1027814 0,93125303 0,981387771 
138 hsa-miR-216a/mmu-miR-216a/rno-miR-216ª 1,029209735 1,001776208 1,033795415 
139 hsa-miR-216b/mmu-miR-216b 0,989688958 0,997307789 0,984280628 
140 hsa-miR-217/mmu-miR-217/rno-miR-217 0,999864641 1,013209565 1,022498834 
141 hsa-miR-218-2*/mmu-miR-218-2*/rno-miR-218* 1,002041039 0,9915797 0,987738654 
142 hsa-miR-218/mmu-miR-218/rno-miR-218 1,065643366 0,930609991 0,945854231 
143 hsa-miR-219-5p/mmu-miR-219/rno-miR-219-5p 1,008859082 0,989693085 0,991713537 
144 hsa-miR-22*/mmu-miR-22*/rno-miR-22* 1,04368593 0,965883981 0,986155598 
145 hsa-miR-22/mmu-miR-22/rno-miR-22 1,077810173 1,056876837 1,179480181 
146 hsa-miR-221/mmu-miR-221/rno-miR-221 1,18723529 0,929812865 1,051554725 
147 hsa-miR-222/mmu-miR-222/rno-miR-222 1,104283227 1,039992602 1,175663929 
148 hsa-miR-223/mmu-miR-223/rno-miR-223 0,991301927 1,004165088 0,997746078 
149 hsa-miR-224/mmu-miR-224/rno-miR-224 0,931854624 1,031727827 0,976648202 
150 hsa-miR-23a/mmu-miR-23a/rno-miR-23ª 1,016373279 1,10443952 1,197435295 
151 hsa-miR-23b/mmu-miR-23b/rno-miR-23b 1,049299993 0,963343141 0,987286006 
152 hsa-miR-24-1*/mmu-miR-24-1*/rno-miR-24-1* 1,041786741 1,029521257 1,094943653 
153 hsa-miR-24-2*/mmu-miR-24-2*/rno-miR-24-2* 0,969871455 1,080364462 1,103337808 
154 hsa-miR-24/mmu-miR-24/rno-miR-24 1,027642025 0,984255607 1,001847175 
155 hsa-miR-25/mmu-miR-25/rno-miR-25 1,037555564 0,988860696 1,019943502 
156 hsa-miR-26a/mmu-miR-26a/rno-miR-26ª 1,116673768 0,936419086 1,003064917 
157 hsa-miR-26b*/mmu-miR-26b*/rno-miR-26b* 1,010039855 0,977713757 0,972346906 
         ANEXO 
430 
 
158 hsa-miR-26b/mmu-miR-26b/rno-miR-26b 1,034949478 1,025442524 1,080771242 
159 hsa-miR-27a*/mmu-miR-27a*/rno-miR-27a* 0,989405608 1,03615488 1,050314699 
160 hsa-miR-27a/mmu-miR-27a/rno-miR-27ª 1,061515358 0,955515095 0,985530526 
161 hsa-miR-27b*/mmu-miR-27b* 0,959469725 1,02633759 0,9998921 
162 hsa-miR-27b/mmu-miR-27b/rno-miR-27b 1,015350541 1,042853354 1,090147997 
163 hsa-miR-28-5p/mmu-miR-28/rno-miR-28 1,036286454 0,982840049 1,008202503 
164 hsa-miR-296-3p/mmu-miR-296-3p/rno-miR-296 0,948187834 1,013386592 0,965083404 
165 hsa-miR-296-5p/mmu-miR-296-5p/rno-miR-296* 1,009919289 0,968269492 0,955973834 
166 hsa-miR-297/mmu-miR-297ª 1,031515157 0,951846651 0,949636461 
167 hsa-miR-299-5p/mmu-miR-299*/rno-miR-299 0,942392691 1,026167344 0,979804101 
168 hsa-miR-29a*/mmu-miR-29a*/rno-miR-29a* 1,071886329 0,940311776 0,968785309 
169 hsa-miR-29a/mmu-miR-29a/rno-miR-29ª 1,247603269 0,886982426 1,020336089 
170 hsa-miR-29b-1*/mmu-miR-29b* 0,999146706 1,00234758 1,003108451 
171 hsa-miR-29b/mmu-miR-29b/rno-miR-29b 1,229532048 0,917111833 1,062060629 
172 hsa-miR-29c*/mmu-miR-29c*/rno-miR-29c* 0,99743562 0,988721932 0,977931819 
173 hsa-miR-29c/mmu-miR-29c/rno-miR-29c 1,170053884 0,876023993 0,940079248 
174 hsa-miR-301a/mmu-miR-301a/rno-miR-301ª 0,968344031 1,086229848 1,111494972 
175 hsa-miR-302a/mmu-miR-302ª 0,991925813 0,993087479 0,979488261 
176 hsa-miR-302b/mmu-miR-302b 0,966517361 1,016298241 0,990934966 
177 hsa-miR-302c/mmu-miR-302c 0,974113061 1,015722196 0,998493547 
178 hsa-miR-302d/mmu-miR-302d 0,987833026 1,006454421 0,997877452 
179 hsa-miR-30a*/mmu-miR-30a*/rno-miR-30a* 1,00030748 1,017907346 1,031031056 
180 hsa-miR-30a/mmu-miR-30a/rno-miR-30ª 0,997880187 1,080775058 1,136092224 
181 hsa-miR-30b/mmu-miR-30b/rno-miR-30b-5p 1,006183119 1,087851866 1,157532995 
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182 hsa-miR-30c-1*/mmu-miR-30c-1*/rno-miR-30c-1* 1,019945516 0,985851421 0,996674358 
183 hsa-miR-30c-2*/mmu-miR-30c-2*/rno-miR-30c-2* 1,079552556 0,953234704 0,998751973 
184 hsa-miR-30c/mmu-miR-30c/rno-miR-30c 0,991662571 1,086027237 1,13805267 
185 hsa-miR-30d/mmu-miR-30d/rno-miR-30d 1,018190986 1,007165994 1,031628502 
186 hsa-miR-30e*/mmu-miR-30e*/rno-miR-30e* 0,987751576 1,007363871 0,999340655 
187 hsa-miR-30e/mmu-miR-30e/rno-miR-30e 0,991868959 1,024323216 1,032817612 
188 hsa-miR-31*/mmu-miR-31* 0,992627368 1,060892553 1,096174198 
189 hsa-miR-31/mmu-miR-31/rno-miR-31 1,005725895 1,112033813 1,198561664 
190 hsa-miR-32/mmu-miR-32/rno-miR-32 0,972993524 1,017746873 1,000677846 
191 hsa-miR-320/mmu-miR-320/rno-miR-320 0,987206657 1,047694639 1,067564744 
192 hsa-miR-323-3p/mmu-miR-323-3p/rno-miR-323 1,026066112 0,991327007 1,012463589 
193 hsa-miR-323-5p/mmu-miR-323-5p/rno-miR-323* 1,016303868 0,981854 0,986000559 
194 hsa-miR-324-3p/mmu-miR-324-3p/rno-miR-324-3p 1,010648048 0,981108564 0,978823421 
195 hsa-miR-324-5p/mmu-miR-324-5p/rno-miR-324-5p 0,979914639 1,022054098 1,015730743 
196 hsa-miR-326/mmu-miR-326/rno-miR-326 0,988220306 1,007863428 1,000705614 
197 hsa-miR-328/mmu-miR-328/rno-miR-328 1,015833442 0,991562248 1,002247778 
198 hsa-miR-330-5p/mmu-miR-330/rno-miR-330 0,972710997 1,015876904 0,997187249 
199 hsa-miR-331-3p/mmu-miR-331-3p/rno-miR-331 0,984541899 1,038303005 1,048567664 
200 hsa-miR-331-5p/mmu-miR-331-5p 1,01100954 0,975947911 0,970319898 
201 hsa-miR-335*/mmu-miR-335-3p 1,006263635 0,993288633 0,995153288 
202 hsa-miR-335/mmu-miR-335-5p/rno-miR-335 1,034321098 0,945852446 0,94204117 
203 hsa-miR-338-3p/mmu-miR-338-3p/rno-miR-338 0,990856272 0,998825309 0,988138081 
204 hsa-miR-338-5p/mmu-miR-338-5p/rno-miR-338* 1,032293487 0,973931766 0,988703144 
205 hsa-miR-339-5p/mmu-miR-339-5p/rno-miR-339-5p 0,977469006 1,054474124 1,068126583 
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206 hsa-miR-33a*/mmu-miR-33* 0,986606666 1,008219365 0,999547728 
207 hsa-miR-33a/mmu-miR-33/rno-miR-33 1,025116659 0,980774825 0,993234717 
208 hsa-miR-340*/mmu-miR-340-3p/rno-miR-340-3p 1,003920822 1,007375875 1,016852337 
209 hsa-miR-340/mmu-miR-340-5p/rno-miR-340-5p 1,063663086 0,947405187 0,973396662 
210 hsa-miR-342-3p/mmu-miR-342-3p/rno-miR-342-3p 1,018587243 1,009709018 1,036432965 
211 hsa-miR-342-5p/mmu-miR-342-5p/rno-miR-342-5p 0,993820161 1,001295718 0,995568644 
212 hsa-miR-34a/mmu-miR-34a/rno-miR-34ª 0,997620842 1,057336268 1,095654098 
213 hsa-miR-34b/mmu-miR-34b-3p 1,038517394 1,028199663 1,089262686 
214 hsa-miR-34c-5p/mmu-miR-34c/rno-miR-34c 0,968282671 0,982098769 0,934976856 
215 hsa-miR-361-5p/mmu-miR-361/rno-miR-361 1,08716308 0,930539343 0,965848261 
216 hsa-miR-363/mmu-miR-363/rno-miR-363 0,950873537 1,030026942 0,99619017 
217 hsa-miR-365/mmu-miR-365/rno-miR-365 1,140502443 0,92302846 1,000043706 
218 hsa-miR-367/mmu-miR-367 0,994485827 1,014263527 1,018474376 
219 hsa-miR-369-3p/mmu-miR-369-3p/rno-miR-369-3p 1,024711835 0,967344426 0,969595598 
220 hsa-miR-369-5p/mmu-miR-369-5p/rno-miR-369-5p 0,990711113 0,993923831 0,979606307 
221 hsa-miR-370/mmu-miR-370/rno-miR-370 0,976221857 1,036234004 1,03570769 
222 hsa-miR-374b/mmu-miR-374/rno-miR-374 1,05466118 0,993480792 1,045190906 
223 hsa-miR-375/mmu-miR-375/rno-miR-375 1,013547668 0,967498515 0,958405946 
224 hsa-miR-377/mmu-miR-377/rno-miR-377 1,008515025 0,989928727 0,991756315 
225 hsa-miR-378*/mmu-miR-378*/rno-miR-378* 0,991393621 0,996321395 0,98444089 
226 hsa-miR-378/mmu-miR-378/rno-miR-378 0,981406208 1,029462961 1,030005539 
227 hsa-miR-379/mmu-miR-379/rno-miR-379 0,993276294 1,006522249 1,003918788 
228 hsa-miR-380*/mmu-miR-380-5p/rno-miR-380 0,978501991 1,043865164 1,051255608 
229 hsa-miR-381/mmu-miR-381/rno-miR-381 1,004569098 0,998191445 1,0017757 
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230 hsa-miR-382/mmu-miR-382/rno-miR-382 1,022687474 0,974894938 0,980577624 
231 hsa-miR-409-3p/mmu-miR-409-3p/rno-miR-409-3p 0,992141512 1,008322409 1,005764182 
232 hsa-miR-409-5p/mmu-miR-409-5p 0,994539911 0,995022095 0,985612446 
233 hsa-miR-409-5p/mmu-miR-409-5p/rno-miR-409-5p 1,019035302 0,961417762 0,953563219 
234 hsa-miR-410/mmu-miR-410/rno-miR-410 0,989981628 0,98760463 0,968023768 
235 hsa-miR-411*/mmu-miR-411* 0,962128418 1,044134765 1,033021495 
236 hsa-miR-411/mmu-miR-411/rno-miR-411 0,997197704 1,005815051 1,006950785 
237 hsa-miR-412/mmu-miR-412/rno-miR-412 0,961468599 1,0218318 0,994565615 
238 hsa-miR-421/mmu-miR-421 1,012006994 0,986326934 0,989226812 
239 hsa-miR-423-3p/mmu-miR-423-3p/rno-miR-423 1,040490048 0,968737416 0,987933299 
240 hsa-miR-423-5p/mmu-miR-423-5p 1,00952727 1,0135259 1,033411324 
241 hsa-miR-425*/mmu-miR-425* 1,020506651 0,981174516 0,989179996 
242 hsa-miR-425/mmu-miR-425/rno-miR-425 0,970232902 1,040093949 1,035471989 
243 hsa-miR-431*/mmu-miR-431* 0,98662068 1,009130335 1,001117212 
244 hsa-miR-431/mmu-miR-431/rno-miR-431 0,973584908 1,01563783 0,997759652 
245 hsa-miR-433/mmu-miR-433/rno-miR-433 0,98717354 0,998084884 0,982875214 
246 hsa-miR-448/mmu-miR-448/rno-miR-448 0,984034361 1,009499757 0,998908042 
247 hsa-miR-449a/mmu-miR-449a/rno-miR-449ª 1,040589895 0,949898094 0,955280847 
248 hsa-miR-450a/mmu-miR-450a-5p 1,048130825 0,925602413 0,920355768 
249 hsa-miR-451/mmu-miR-451/rno-miR-451 1,004100494 0,993588341 0,993374366 
250 hsa-miR-455-5p/mmu-miR-455*/rno-miR-455 0,994533364 0,985958269 0,970097857 
251 hsa-miR-484/mmu-miR-484/rno-miR-484 0,983174095 1,037607141 1,045852849 
252 hsa-miR-485-3p/mmu-miR-485* 0,967495571 1,016706962 0,99273151 
253 hsa-miR-485-5p/mmu-miR-485/rno-miR-485 0,98753602 1,013758488 1,01001801 
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254 hsa-miR-486-5p/mmu-miR-486 0,94661818 1,033297863 0,996727809 
255 hsa-miR-487b/mmu-miR-487b/rno-miR-487b 1,090784062 0,895349005 0,907007282 
256 hsa-miR-490-3p/mmu-miR-490 1,005759671 1,001246405 1,008289384 
257 hsa-miR-491-5p/mmu-miR-491 0,983446385 1,009510888 0,998280164 
258 hsa-miR-494/mmu-miR-494/rno-miR-494 1,069963343 0,929999542 0,948864189 
259 hsa-miR-495/mmu-miR-495/rno-miR-495 1,017444086 0,970572598 0,967725048 
260 hsa-miR-496/mmu-miR-496 0,999781242 1,000655708 1,000889567 
261 hsa-miR-497/mmu-miR-497/rno-miR-497 0,979807883 1,007148661 0,990246377 
262 hsa-miR-499-5p/mmu-miR-499/rno-miR-499 0,991239091 0,983116587 0,961708226 
263 hsa-miR-501-3p/mmu-miR-501-3p 1,002808896 1,003129583 1,008374479 
264 hsa-miR-504/mmu-miR-504 1,012391624 0,99156395 0,998646516 
265 hsa-miR-532-3p/mmu-miR-532-3p/rno-miR-532-3p 1,002595456 1,00664553 1,014179093 
266 hsa-miR-532-5p/mmu-miR-532-5p/rno-miR-532-5p 1,032351534 1,011462494 1,05382856 
267 hsa-miR-539/mmu-miR-539/rno-miR-539 1,014135923 0,983601789 0,986757375 
268 hsa-miR-542-3p/mmu-miR-542-3p/rno-miR-542-3p 1,149464514 0,880747458 0,931713424 
269 hsa-miR-542-5p/mmu-miR-542-5p/rno-miR-542-5p 0,992212711 1,004592014 0,999464518 
270 hsa-miR-543/mmu-miR-543/rno-miR-543* 1,008925986 0,987953495 0,988792384 
271 hsa-miR-551b/mmu-miR-551b 1,021720264 0,991518912 1,008301004 
272 hsa-miR-568/mmu-miR-568 1,009490599 0,984084593 0,982731363 
273 hsa-miR-574-3p/mmu-miR-574-3p 1,063488132 0,951732375 0,980808484 
274 hsa-miR-574-5p/mmu-miR-574-5p 1,066585389 0,986444042 1,044644344 
275 hsa-miR-582-5p/mmu-miR-582-5p 0,986871431 1,001764222 0,988824028 
276 hsa-miR-590-3p/mmu-miR-590-3p 0,902894866 1,104249278 1,061134163 
277 hsa-miR-590-5p/mmu-miR-590-5p 1,028559753 1,012988682 1,052537388 
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278 hsa-miR-592/mmu-miR-592 0,996517422 1,004137162 1,003343731 
279 hsa-miR-615-3p/mmu-miR-615-3p 0,981298882 0,997229668 0,975002235 
280 hsa-miR-615-5p/mmu-miR-615-5p 0,99497561 1,024293061 1,036169557 
281 hsa-miR-652/mmu-miR-652/rno-miR-652 0,952128614 1,047433723 1,026961241 
282 hsa-miR-653/mmu-miR-653 0,968070775 1,006531773 0,976140174 
283 hsa-miR-654-3p/mmu-miR-654-3p 0,99316822 1,026748874 1,038390782 
284 hsa-miR-668/mmu-miR-668 1,176982861 0,906648742 1,001141228 
285 hsa-miR-671-3p/mmu-miR-671-3p/rno-miR-671 0,8542968 1,08082591 0,958359358 
286 hsa-miR-671-5p/mmu-miR-671-5p 1,016520465 0,974893533 0,974223559 
287 hsa-miR-672/mmu-miR-672/rno-miR-672 0,988951437 0,996627447 0,982319031 
288 hsa-miR-674/mmu-miR-674/rno-miR-674-5p 1,012063313 1,01979367 1,046902587 
289 hsa-miR-7-1*/mmu-miR-7a*/rno-miR-7a* 0,964633123 1,017479375 0,990802696 
290 hsa-miR-7/mmu-miR-7a/rno-miR-7ª 1,022050846 1,011871799 1,043805369 
291 hsa-miR-708*/mmu-miR-708*/rno-miR-708* 0,969226389 1,016145822 0,993731038 
292 hsa-miR-708/mmu-miR-708/rno-miR-708 0,939589382 1,047487126 1,012238301 
293 hsa-miR-744*/mmu-miR-744* 0,933600624 1,053446426 1,015038506 
294 hsa-miR-744/mmu-miR-744 1,025063448 1,007224174 1,038921278 
295 hsa-miR-758/mmu-miR-758/rno-miR-758 0,991011884 1,007517032 1,003158644 
296 hsa-miR-760/mmu-miR-760/rno-miR-760-3p 1,000011909 0,990438413 0,983621397 
297 hsa-miR-801/mmu-miR-801 1,146252111 0,922623076 1,004252901 
298 hsa-miR-802/mmu-miR-802 0,994483564 1,007712103 1,007263106 
299 hsa-miR-871/mmu-miR-871 0,99796461 1,001992335 1,001229313 
300 hsa-miR-872/mmu-miR-872/rno-miR-872 0,98357022 1,005881276 0,992231149 
301 hsa-miR-873/mmu-miR-873/rno-miR-873 1,009637533 0,995913335 1,003232671 
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302 hsa-miR-874/mmu-miR-874/rno-miR-874 1,043132355 0,947449637 0,953529789 
303 hsa-miR-875-5p/mmu-miR-875-5p 0,946112756 1,084160325 1,081590373 
304 hsa-miR-877*/mmu-miR-877* 1,006373069 0,976569827 0,966543368 
305 hsa-miR-877/mmu-miR-877/rno-miR-877 0,980670233 0,98385013 0,951536983 
306 hsa-miR-9*/mmu-miR-9*/rno-miR-9* 1,15321527 0,938649958 1,039029597 
307 hsa-miR-9/mmu-miR-9/rno-miR-9 1,06503819 0,915973083 0,919629446 
308 hsa-miR-92a/mmu-miR-92a/rno-miR-92ª 1,034041617 1,014573117 1,060971791 
309 hsa-miR-92b/mmu-miR-92b/rno-miR-92b 1,020844997 1,002658262 1,026629098 
310 hsa-miR-93*/mmu-miR-93* 1,016253403 1,015673061 1,044256741 
311 hsa-miR-93/mmu-miR-93/rno-miR-93 1,024303849 1,022408056 1,064381365 
312 hsa-miR-96/mmu-miR-96/rno-miR-96 1,008110991 1,043922887 1,084158632 
313 hsa-miR-98/mmu-miR-98/rno-miR-98 1,03702543 0,971259973 0,988842857 
314 hsa-miR-99a/mmu-miR-99a/rno-miR-99ª 0,984742208 1,005408465 0,99271106 
315 hsa-miR-99b*/mmu-miR-99b*/rno-miR-99b* 1,009950488 0,954008712 0,931472861 
316 hsa-miR-99b/mmu-miR-99b/rno-miR-99b 1,004187225 1,048046984 1,086963371 
317 miRPlus_11239/mmu-miR-383/rno-miR-383 0,964218337 1,028286487 1,008616737 
318 miRPlus_17653/mmu-miR-133a* 0,995296481 1,002629928 0,999446083 
319 mmu-let-7c-1* 1,012585879 0,986025995 0,989314389 
320 mmu-let-7d/rno-let-7d 1,08212435 0,986405549 1,059623914 
321 mmu-let-7f/rno-let-7f 1,079444968 0,972958346 1,033375121 
322 mmu-let-7g 1,07591217 1,00598253 1,088070853 
323 mmu-let-7i/rno-let-7i 1,106874613 0,913223516 0,953074233 
324 mmu-miR-101b/rno-miR-101b  1,075492562 0,968249073 1,021311393 
325 mmu-miR-105 1,011653892 0,984470296 0,985661133 
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326 mmu-miR-106ª 1,116346268 0,97984276 1,080090761 
327 mmu-miR-125b* 0,973321083 1,002327106 0,974867296 
328 mmu-miR-138/rno-miR-138 1,004288353 0,990196602 0,98775054 
329 mmu-miR-141* 0,939828779 1,062542121 1,037755061 
330 mmu-miR-146b* 0,996416893 0,994283876 0,986365591 
331 mmu-miR-151-3p/rno-miR-151* 1,011714888 1,012013805 1,033138464 
332 mmu-miR-155 1,068772802 0,904561297 0,903107786 
333 mmu-miR-15a* 1,011501593 1,000482556 1,0130633 
334 mmu-miR-16* 0,97619547 1,022045584 1,011564923 
335 mmu-miR-17* 1,023766146 0,994543825 1,015648902 
336 mmu-miR-181a-2* 1,004346956 0,998817013 1,002613358 
337 mmu-miR-186* 0,99173324 1,033119553 1,047703288 
338 mmu-miR-18b 1,022465536 0,988325787 1,003556318 
339 mmu-miR-191* 1,006275518 0,987484449 0,98519363 
340 mmu-miR-193*/rno-miR-193* 0,990344546 1,00743692 1,002295024 
341 mmu-miR-193b 1,020799897 0,962042834 0,956445126 
342 mmu-miR-199b* 1,069686244 0,883324949 0,86668356 
343 mmu-miR-201 0,991172248 1,008995 1,005858819 
344 mmu-miR-202-3p 1,019211443 0,975940527 0,97880823 
345 mmu-miR-203* 0,932255687 1,050431939 1,008379676 
346 mmu-miR-207/rno-miR-207 1,201939854 0,899492984 1,008207165 
347 mmu-miR-20a*/rno-miR-20a* 1,005136531 0,992024257 0,991787611 
348 mmu-miR-20b 0,9888545 1,067996288 1,104069939 
349 mmu-miR-20b*/rno-miR-20b-3p 0,994388135 1,061293981 1,098829555 
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350 mmu-miR-21*/rno-miR-21* 1,032894851 0,980523235 1,000741741 
351 mmu-miR-211/rno-miR-211 0,948839844 1,024966437 0,985312466 
352 mmu-miR-215/rno-miR-215 1,028528451 0,958819386 0,958714057 
353 mmu-miR-218-1* 1,000946994 1,003054603 1,006252252 
354 mmu-miR-220 0,990589159 1,013062705 1,012173071 
355 mmu-miR-28* 1,018329299 0,973629414 0,973910622 
356 mmu-miR-290-3p 0,970934625 1,034574147 1,026908573 
357 mmu-miR-290-5p/rno-miR-290 1,037933595 0,949536471 0,952022607 
358 mmu-miR-291a-3p/rno-miR-291a-3p 0,953892306 1,017147365 0,977986531 
359 mmu-miR-291a-5p/rno-miR-291a-5p 1,012983069 0,980467676 0,980157335 
360 mmu-miR-291b-3p 1,009303419 0,998347345 1,007066208 
361 mmu-miR-291b-5p 0,994036253 1,018240186 1,024787714 
362 mmu-miR-292-3p/rno-miR-292-3p 0,975829206 1,018971921 1,005932075 
363 mmu-miR-292-5p/rno-miR-292-5p 1,012188065 0,98213548 0,982199959 
364 mmu-miR-293 1,000051791 1,010374372 1,017840455 
365 mmu-miR-293* 0,964169591 1,018622088 0,992210601 
366 mmu-miR-294 1,005738736 0,981018575 0,973520014 
367 mmu-miR-294* 1,01640517 0,997059725 1,012323836 
368 mmu-miR-295 0,995714898 1,006752278 1,006953707 
369 mmu-miR-295* 0,989747253 1,003691655 0,995247255 
370 mmu-miR-297b-3p/mmu-miR-297a*/mmu-miR-297c* 1,000856163 1,048934069 1,084829424 
371 mmu-miR-297b-5p 0,993171969 1,018485529 1,02426386 
372 mmu-miR-297c 1,031151715 0,975112367 0,989591689 
373 mmu-miR-298/rno-miR-298 0,935684916 1,048822156 1,009808796 
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374 mmu-miR-299 1,014125171 0,98240883 0,984690871 
375 mmu-miR-300*/rno-miR-300-5p 1,080375163 0,93418548 0,965980798 
376 mmu-miR-300/rno-miR-300-3p 1,013735874 1,005338819 1,023784957 
377 mmu-miR-301b/rno-miR-301b  1,02500825 0,956156468 0,950549585 
378 mmu-miR-302a* 1,003017637 0,991300326 0,988297153 
379 mmu-miR-302b* 1,00226904 0,996096687 0,995730765 
380 mmu-miR-302c* 0,989614058 1,011115487 1,007781373 
381 mmu-miR-30b*/rno-miR-30b-3p 0,984382806 1,036826973 1,045873857 
382 mmu-miR-322*/rno-miR-322* 0,973815555 1,000601469 0,972486192 
383 mmu-miR-322/rno-miR-322 1,020651239 0,932508959 0,905295353 
384 mmu-miR-325*/rno-miR-325-5p 1,020114978 1,008416502 1,03580725 
385 mmu-miR-325/rno-miR-325-3p 1,068454157 0,91936117 0,928777035 
386 mmu-miR-327 1,035193914 0,972126569 0,988503181 
387 mmu-miR-329/rno-miR-329 1,039968326 0,968798479 0,987517763 
388 mmu-miR-330*/rno-miR-330* 1,008655498 0,986168102 0,985437713 
389 mmu-miR-337-3p/rno-miR-337 1,069425958 0,920009013 0,930824707 
390 mmu-miR-337-5p 1,000455805 1,006492264 1,011619626 
391 mmu-miR-339-3p 0,973890088 1,018824405 1,003511871 
392 mmu-miR-341/rno-miR-341 1,005755351 1,027987039 1,054219751 
393 mmu-miR-343 0,983952708 1,000727152 0,983866581 
394 mmu-miR-344 1,002814024 0,990082867 0,985991727 
395 mmu-miR-345-3p/rno-miR-345-3p 0,984247437 1,00742937 0,995613268 
396 mmu-miR-345-5p/rno-miR-345-5p 1,019855861 1,000777995 1,02234905 
397 mmu-miR-346 1,002793218 0,992222847 0,989641831 
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398 mmu-miR-34b-5p/rno-miR-34b 0,970976635 0,956299338 0,89418819 
399 mmu-miR-34c*/rno-miR-34c* 1,002402939 1,000586662 1,003577175 
400 mmu-miR-350/rno-miR-350 1,072343584 0,950080608 0,986377535 
401 mmu-miR-351/rno-miR-351 1,043596453 0,954903151 0,966957273 
402 mmu-miR-362-3p 0,989145178 1,051434318 1,076116999 
403 mmu-miR-362-5p 1,001075604 1,039395253 1,068712281 
404 mmu-miR-374* 0,963349518 1,020047495 0,99369053 
405 mmu-miR-376a*/rno-miR-376a* 0,967710782 1,021577509 1,001225484 
406 mmu-miR-376a/rno-miR-376ª 0,994259845 0,995758681 0,986571183 
407 mmu-miR-376b*/rno-miR-376b-5p 0,996580005 0,987888957 0,975591274 
408 mmu-miR-376b/rno-miR-376b-3p 1,0226475 0,976913478 0,984024555 
409 mmu-miR-376c* 1,003513156 0,998915299 1,001893798 
410 mmu-miR-376c/rno-miR-376c 1,030377611 0,987707329 1,010626617 
411 mmu-miR-380-3p 0,969979191 1,016767732 0,9956323 
412 mmu-miR-382* 1,082805456 0,89172318 0,893406772 
413 mmu-miR-384-3p/rno-miR-384-3p 1,017497913 1,014995304 1,044404317 
414 mmu-miR-384-5p/rno-miR-384-5p 0,983491907 1,011480971 1,001687423 
415 mmu-miR-429/rno-miR-429 0,876523181 1,139901503 1,084639477 
416 mmu-miR-433* 1,06741408 0,887047238 0,871127483 
417 mmu-miR-434-3p/rno-miR-434 1,035773533 0,979949025 1,002664756 
418 mmu-miR-434-5p 0,996264067 0,999887307 0,995794648 
419 mmu-miR-449b 1,001038062 0,987147608 0,979070633 
420 mmu-miR-449c 0,996238614 0,999193001 0,99457861 
421 mmu-miR-450a-3p 1,017694979 1,003983663 1,025617477 
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422 mmu-miR-450b-3p 1,025814776 0,961559693 0,960711881 
423 mmu-miR-450b-5p 0,998712923 0,988364732 0,97868285 
424 mmu-miR-452 1,050421278 0,950066498 0,965233348 
425 mmu-miR-453 1,00319949 0,999419127 1,002424071 
426 mmu-miR-455 1,075966232 0,894442741 0,891966463 
427 mmu-miR-463 0,990632144 1,005345609 0,999035257 
428 mmu-miR-463* 0,951176403 1,033510225 1,002405891 
429 mmu-miR-464 0,980944011 1,037424998 1,043044741 
430 mmu-miR-465a-3p/mmu-miR-465b-3p/mmu-miR-465c-3p 1,058107881 0,991932981 1,045910688 
431 mmu-miR-465a-5p 1,017470799 0,971724392 0,969739256 
432 mmu-miR-465b-5p 1,034768223 0,986959682 1,013810911 
433 mmu-miR-465c-5p 0,959259908 1,024026091 0,995748144 
434 mmu-miR-466a-3p/mmu-miR-466b-3p/mmu-miR-466c-3p/mmu-miR-466e-3p 0,936357128 1,051969518 1,015881598 
435 mmu-miR-466a-5p 0,959340469 1,072994149 1,078533943 
436 mmu-miR-466b-3-3p 0,995849373 1,015719666 1,022448947 
437 mmu-miR-466b-5p 1,037713445 0,994043213 1,029104882 
438 mmu-miR-466c-5p 0,925401204 1,074014568 1,039378009 
439 mmu-miR-466d-3p 0,965938574 1,05170282 1,050219682 
440 mmu-miR-466d-5p 0,971605186 1,018339237 1,000125267 
441 mmu-miR-466e-5p 0,947166804 1,09413336 1,099622299 
442 mmu-miR-466f-3p 0,913669099 1,17598484 1,193907441 
443 mmu-miR-466f-5p 0,968420023 1,02403203 1,00618665 
444 mmu-miR-466g 0,98825634 1,029465612 1,037620801 
445 mmu-miR-466h 0,989379986 1,004549622 0,996312764 
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446 mmu-miR-467ª 1,000701594 0,997717364 0,996837298 
447 mmu-miR-467a*/mmu-miR-467d* 0,896651726 1,098483383 1,043543139 
448 mmu-miR-467b 0,961448492 0,99991094 0,957494609 
449 mmu-miR-467b* 0,94896537 1,062810854 1,049111856 
450 mmu-miR-467c 0,985990256 1,006142163 0,995329404 
451 mmu-miR-467d 0,963423827 1,015829176 0,986640323 
452 mmu-miR-467e 1,073413804 0,949716153 0,986753591 
453 mmu-miR-467e* 1,027117007 1,005073347 1,037336086 
454 mmu-miR-468 1,007449776 1,012114941 1,028767323 
455 mmu-miR-469 1,031247618 1,027038774 1,079679585 
456 mmu-miR-470 1,07164803 0,925388444 0,94235131 
457 mmu-miR-470* 0,97355925 1,007583264 0,984055765 
458 mmu-miR-471/rno-miR-471 1,038232168 0,96523901 0,979595991 
459 mmu-miR-483 1,088488412 0,946028692 0,994417204 
460 mmu-miR-483*/rno-miR-483 0,997857398 0,969000317 0,944599595 
461 mmu-miR-488* 1,010512644 0,985949015 0,987010705 
462 mmu-miR-488/rno-miR-488 1,000484132 0,995948259 0,993571509 
463 mmu-miR-489 1,031920656 0,953786256 0,953404434 
464 mmu-miR-493 1,003384957 0,988403846 0,983715764 
465 mmu-miR-500/rno-miR-500 1,025604738 1,003359485 1,032800327 
466 mmu-miR-501-5p/rno-miR-501 1,000615057 1,010835519 1,019237984 
467 mmu-miR-503* 1,10300442 0,927109654 0,974241732 
468 mmu-miR-503/rno-miR-503 1,070345317 0,903801271 0,903233074 
469 mmu-miR-505 0,993143035 0,996461761 0,986570091 
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470 mmu-miR-509-3p 0,987128488 1,005937531 0,996225472 
471 mmu-miR-509-5p 0,997952264 1,007039401 1,009861812 
472 mmu-miR-511 0,999996907 1,000453361 1,000773876 
473 mmu-miR-540-3p/rno-miR-540 1,006478298 0,997982509 1,003445723 
474 mmu-miR-540-5p 0,993124494 1,01489014 1,018063678 
475 mmu-miR-541/rno-miR-541 1,003697361 0,988255557 0,983792211 
476 mmu-miR-544 1,003630517 1,006595439 1,015201876 
477 mmu-miR-546 0,955444539 1,03232694 1,005364103 
478 mmu-miR-547 0,996758723 1,005870678 1,006572297 
479 mmu-miR-568 0,988842597 0,991128428 0,972811906 
480 mmu-miR-582-3p 1,111632988 0,923693789 0,975921325 
481 mmu-miR-598/rno-miR-598-3p 1,01129693 0,992604886 0,999288467 
482 mmu-miR-654-5p 1,004324897 1,006995332 1,016631439 
483 mmu-miR-665 1,034419227 0,956286386 0,960240567 
484 mmu-miR-666-3p 0,938749367 1,048233508 1,012487463 
485 mmu-miR-666-5p 1,020884906 0,949865575 0,935502948 
486 mmu-miR-667 1,043901475 0,978107825 1,007644507 
487 mmu-miR-669ª 1,034899302 0,97487236 0,992970542 
488 mmu-miR-669b 1,013438182 1,001126083 1,01621435 
489 mmu-miR-669c 0,974099267 1,044661876 1,047622322 
490 mmu-miR-670 0,963264218 1,04159422 1,030034479 
491 mmu-miR-673-3p 1,005528941 0,987478801 0,984395737 
492 mmu-miR-673-5p 0,998052452 0,992078841 0,984341053 
493 mmu-miR-674*/rno-miR-674-3p 1,089630309 0,936843925 0,979256114 
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494 mmu-miR-675-3p 1,003624752 0,998622378 1,001509948 
495 mmu-miR-675-5p 1,006732577 1,021186681 1,043589369 
496 mmu-miR-676 0,979619596 1,012655493 0,999409086 
497 mmu-miR-676* 0,995914865 0,999259842 0,994344558 
498 mmu-miR-677 1,026354222 0,98524918 1,002245087 
499 mmu-miR-678 1,02765295 0,996689948 1,023381227 
500 mmu-miR-679 1,009065987 0,984930451 0,9837406 
501 mmu-miR-680 0,973620715 1,005043875 0,979812692 
502 mmu-miR-681 0,990231612 1,01301535 1,011701427 
503 mmu-miR-682 0,973412012 1,037131987 1,034057369 
504 mmu-miR-683 0,997593042 0,980661763 0,964294398 
505 mmu-miR-684 1,024400421 0,987757173 1,004571782 
506 mmu-miR-685 1,173493564 0,894478352 0,976255931 
507 mmu-miR-686 0,998923234 0,985673682 0,974295571 
508 mmu-miR-687 0,998077285 1,007742187 1,011200593 
509 mmu-miR-688 0,961959024 1,02451407 0,999658954 
510 mmu-miR-689 0,934156366 1,04282143 0,997940791 
511 mmu-miR-690 1,180921831 0,909529701 1,009579229 
512 mmu-miR-691 1,091061288 0,960227149 1,021893272 
513 mmu-miR-692 0,990724281 1,002574597 0,994400999 
514 mmu-miR-693-3p 0,942332697 1,020831773 0,970782682 
515 mmu-miR-693-5p 1,035907707 0,978990756 1,001137199 
516 mmu-miR-694 1,0097317 0,984423507 0,983567205 
517 mmu-miR-695 1,008304942 0,988904348 0,989773662 
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518 mmu-miR-696 0,964877802 1,03380532 1,01870805 
519 mmu-miR-697 1,025025837 0,95056361 0,940895286 
520 mmu-miR-698 1,050070506 0,99500518 1,043263129 
521 mmu-miR-699 1,018177601 1,025568178 1,063363469 
522 mmu-miR-700 1,015672678 0,992162485 1,003114462 
523 mmu-miR-701 0,981396825 1,004115986 0,986835301 
524 mmu-miR-702 0,973244486 1,008129857 0,984633076 
525 mmu-miR-703 0,985505776 1,005626062 0,993918695 
526 mmu-miR-704 1,008685215 0,988623804 0,989691714 
527 mmu-miR-705 0,978408965 1,028480659 1,024983343 
528 mmu-miR-706 1,066639345 1,009023904 1,08428883 
529 mmu-miR-707 0,988865073 1,001152257 0,989951093 
530 mmu-miR-709 1,142374223 0,884117824 0,931843398 
531 mmu-miR-710 0,988671947 1,040212572 1,05642866 
532 mmu-miR-711 0,99925257 0,985876587 0,974993697 
533 mmu-miR-712 1,037437246 0,967420286 0,98258853 
534 mmu-miR-712* 1,005338208 0,981193196 0,973398458 
535 mmu-miR-713 1,082393368 0,930600629 0,961542856 
536 mmu-miR-714 0,968286265 1,027826177 1,012464323 
537 mmu-miR-715 0,998314791 0,980232411 0,964325583 
538 mmu-miR-717 1,00558523 0,990999961 0,990503461 
539 mmu-miR-718 0,986498249 0,995896176 0,978406271 
540 mmu-miR-719 0,984743855 1,008956807 0,998762266 
541 mmu-miR-720 1,086253764 0,96747166 1,03016927 
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542 mmu-miR-721 1,026044651 0,982757931 0,997617221 
543 mmu-miR-741 0,991407126 1,00847051 1,005218273 
544 mmu-miR-742 1,044084937 0,971646398 0,99658176 
545 mmu-miR-742* 1,014028796 1,012852859 1,037039388 
546 mmu-miR-743ª 0,977163626 1,027531805 1,021974619 
547 mmu-miR-743b-3p 1,006175736 0,989099635 0,987863302 
548 mmu-miR-743b-5p 0,987262036 1,002213806 0,990017189 
549 mmu-miR-759 0,983062539 1,005207324 0,990525198 
550 mmu-miR-761 0,996997037 1,011561448 1,016574645 
551 mmu-miR-762 0,963833957 1,028985594 1,009360818 
552 mmu-miR-763 0,992017013 0,998989654 0,989675622 
553 mmu-miR-764-3p 1,009578929 1,010149597 1,027658794 
554 mmu-miR-764-5p 0,946036828 1,02532318 0,98264896 
555 mmu-miR-770-3p 1,034130632 0,977142589 0,996131893 
556 mmu-miR-770-5p/rno-miR-770 1,005762314 1,017307379 1,035881749 
557 mmu-miR-7b/rno-miR-7b 1,009014923 0,994033786 0,999342658 
558 mmu-miR-804 1,101217303 0,907063677 0,937094942 
559 mmu-miR-805 1,095422249 0,941781958 0,993322046 
560 mmu-miR-872*/rno-miR-872* 1,035686176 0,966707616 0,979593962 
561 mmu-miR-875-3p 1,084632244 0,947513932 0,993443143 
562 mmu-miR-876-3p 0,969589846 1,014857497 0,991955883 
563 mmu-miR-876-5p 0,997235427 0,992659173 0,984460856 
564 mmu-miR-878-3p 1,000792362 0,995259286 0,99271929 
565 mmu-miR-878-5p 0,984233881 1,019961786 1,016960312 
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566 mmu-miR-879* 1,002649364 0,999284352 1,001605794 
567 mmu-miR-879/rno-miR-879 0,990211307 1,008916535 1,004677412 
568 mmu-miR-880 0,993084651 1,008558818 1,007193472 
569 mmu-miR-881 0,954858838 1,019416375 0,982921545 
570 mmu-miR-881* 1,073185235 0,927944296 0,94828177 
571 mmu-miR-882 1,020506905 1,003655276 1,027997282 
572 mmu-miR-883a-3p 1,001037453 1,007825528 1,014530975 
573 mmu-miR-883a-5p 1,072620247 0,966309262 1,015150349 
574 mmu-miR-883b-3p/rno-miR-883 1,018705683 0,984135416 0,992427703 
575 mmu-miR-883b-5p 1,052144586 0,961344797 0,986597009 
576 mmu-miR-92a* 0,997989888 0,992999897 0,985851972 
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ANEXO DE FIGURAS 
 
Figura 139: Predicción de la expresión de miRNA-205.  En el gráfico  se muestra la variable miRNA205  con la dirección materializada más allá del intervalo de probabilidad 
0.5-0.75, para facilitar la interpretación. Se proyectó cada paciente sobre esa dirección para obtener una predicción de la proba bilidad. Desde el punto grueso del vector 
hacía la izquierda, la predicción es mayor de 0.50 y  hacia la derecha del punto la predicción es menor de 0.50. Para todos aquellos puntos que se proyecten hacia derecha 
del gráfico el modelo logístico predice ausencia de esa característica y para todos los puntos que se proyecten hacia la izqu ierda, el modelo predice presencia de esa 
característica. La  predicción será correcta si aparece representada una línea continua en los pacientes, en los que  el valor original fue una presencia de esa característica y 
en línea discontinua en los que se dio ausencia de esta característica. Se observa que todas las líneas discontinuas están a la derecha del punto. Luego se predice la ausencia  
correctamente.  




Figura 140: Biplot logístico bidimensional en que se visulalizan las direcciones de las variables y las proyecciones del cluster  1. En el gráfico se representa la Figura 127 en 
la que se han visualizado las direcciones sobre las que aparecen las diferentes variables así como las proyecciones del cluster 1 sobre las variables. 
 





Figura 141. Invasión perineural de carcinoma epidermoide  cutáneo.  CEC localizado en región temporal 
derecha (se observa injerto colocado para la reconstrucción tras su extirpación*). Continuas  recidivas 




Figura 142. Carcinoma epidermoide infiltrativo. Tumor de muy rápido crecimiento. Entre la primera y la 




Fig 143. Carcinoma epidermoide en paciente inmunosuprimida. Tumor cutáneo indiferenciado, 
infiltrante, de crecimiento rápido (mayor de 5mm/mes) en los últimos 2 meses, concidiendo con la 
progresión de su leucemia linfática crónica.  













Figura 145: Expresión de miRNA-205 en un CEC moderadamente diferenciado. (a) Pérdida de 
expression de miRNA-205 en las zonas diferenciadas de un CEC moderadamente diferenciado. (b) 
Pérdida de expresión del miRNA-205 en el componente epitelial no invasivo de un CEC. Dicha pérdida no 
afecta a los acrosiringios (*).  










Figura 146. Expresión de marcadores proteicos y proliferativos en un CEC bien diferenciado y en un CEC indiferenciado (tipo fusocelu lar). En la







Figura 147: Histopatología del carcinoma bowenoide:  (a) imagen panorámica en la que se observan los 
lóbulos tumorales que adoptan un patrón expansivo; (b) lóbulos tumorales a mayor aumento con 
ausencia de diferenciación queratósica; (c) celularidad del carcinoma bowenoide con pobre grado de 
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ÍNDICE DE ABREVIATURAS 
 
µg (microgramo) 
µl (microlitro)  
5FU (5-Fluoruracilo) 
ACoP (análisis de coordenadas principales) 
AJCC (American Joint Committee on Cancer) 
AKT ("Ak" "t" por 'timoma') También conocida como PKB: Potein kinasa B) 
BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato) 
BMI-1 (B lymphoma Mo-MLV insertion region 1 homolog) 
BWH (Brigham and Women’s Hospital) 
CB (Carcinoma Bowenoide)  
CBC (Carcinoma basocelular) 
CC (cabeza y cuello) 
CCD (charge-coupled device –dispositivo de carga acoplada-) 
CCNM (cáncer cutáneo no melanoma)  
CDK (cyclin dependent kinase) 
CEC (carcinoma epidermoide cutáneo)  
CECAR (Carcinoma epidermoide cutáneo de alto riesgo) 
CEP7 (centrómero del cromosoma 7)  
CIC (Centro de Investigación del Cáncer) 
CIP (fosfatasa alcalina de origen intestinal) 
cm (centímetro) 
CNIO (Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas) 
Ct (thershold cycle) 
CXCL12 (C-X-C motif chemokine 12)  




DESMO (desmoplasia),  
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DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region 8) 
DIG (digoxigenina) 
DMBA (7,12-dimetilbenza-antraceno) 
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s  Medium) 
DMSO (dimetilsulfato sódico) 
dNTP (dinucleótido fosfato) 
DS (desviación estándar) 
EB (enfermedad de Bowen) 
EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) 
EGFR (Factor de crecimiento epitelial) 
ERK (extracelular signal regulated kinases) 
ESC (exposición solar crónica) 
ESPES (espesor), 
EVEN (eventos de mala evolución clínica considerados de forma global durante el 
seguimiento),  
EXT.INC (extirpación incompleta del tumor primario),  
FFPE (Formalin Fixed Parafin embebed tissue sections) 
FISH (Hibridación in situ de fluorescencia) 
FR (factor de riesgo) 
FYN o SYN (src/yes-related novel gene) 
GBD (grado de diferenciación bueno),  
H&E (Hematoxilina y eosina) 
HIF-1 (Hypoxia-inducible factor-1)  
HIS (Hibridación in situ) 
HPV (virus de papiloma humano)  
H-ras (Harvey rat sarcoma viral oncogen homolog)  
hsa (Homo sapiens) 
Hsp70 (The 70 kilodalton heat shock response protein)  
IC (intervalo de confianza) 
IH (inmunohistoquímica) 
IIIT (infiltrado inflamatorio intratumoral intenso), 
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IIPT (infiltrado inflamatorio peritumoral intenso),  
ILE (Intervalo libre de enfermedad)  
ILV (infiltración linfovascular),  
INK4 (INhibitor Kinase 4)  
IPN (infiltración perineural), 
ISH (in situ hybridization)  
IUAC (International Union Against Cancer), 
JAG1 (Jagged 1 protein) 
LAT (latencia) 
LNA (Locked nucleic acid) 
LOC (localización de alto riesgo), 
LOH (Loss of heterozigosity) 
LOWESS (locally weighted scatterplot smoothing) 
M (en referencia a concentración, molar; en referencia al sexo, mujer)  
MAPK (Mitogen activated protein kinases) 
Me (mediana) 
MEC (matriz extracellular) 
MEK o MAKK (Mitogen-activated protein kinase kinase)    
mM (milimolar)  
MM (en referencia al método de QPCR, Master Mix; en otro context, miembros) 
mm (milímetros) 
MM-9 (metaloproteinasa 9) 
mmu (Mus musculus) 
mTOR (mammalian target of rapamycin)  
N (tamaño de la muestra/número de pacientes) 
N.S. (no significativo) 
N+ (desarrollo de metástasis ganglionares durante el seguimiento), 
NaCl (Cloruro sódico)  
NBT (4-nitro azul de tetrazolio) 
NCCN (National Camprehensive Cancer Network)  
NF-kB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 





OMS (Organización Mundial de la Salud) 
OR (Odds ratio) 
P (brazo corto del cromosoma)  
P (p valor) 
Pab.EGFR (patrón aberrante de expresión de EGFR)  
PBS (phosphate buffered saline) 
PCEXT (patrón de crecimiento expansivo),  
PCNA (antígeno nuclear de proliferación celular) 
PDK-1 (Phosphoinositide-dependent kinase-1) 
PG.TNM (progresión del TNM durante el seguimiento),  
PI3K (Fosfoinositol 3-quinasa) 
PILA (angioendotelioma papilar intralinfático) 
PKC (Protein kinase C) 
PTEN (Phosphatase and tensin homolog  
q (brazo largo del cromosoma)  
QA (queratosis actínica) 
QPCR (Quantitative Polymerase Chain Reaction) 
R.I. (Rango intercuartílico)  
RAF (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma protein)  
RAS (Rat sarcoma protein)  
RECLOC (recidiva local), 
RISC RNA-induced silencoing complex 
rpm (revoluciones por minuto)  
RQ (Relative Quantity) 
SDF-1 (stem derived factor-1) 
SEX (sexo mujer),  
SHH (Sonic hedgehog) 
SHIP2 (SH2-containing inositol phosphatase) 
SMAD (mothers against decapentaplegic' (Mad)) 
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SNAI2 (snail family zinc finger 2) 
SRC (sarcoma protein)  
SRCASM (SRC-Activating and Signaling Molecule) 
STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription)  
T-AJCC (estadio T2 según la clasificación de la AJCC), 
TAM (tamaño), 
T-BWH (estadio T2b según la clasificación del Brigham and Women’s Hospital),  
TEM (transición epitelio mesénquima) 
TGF (tumor growth factor)  
TI-DX (tiempo hasta el diagnóstico menor de 2 meses), 
TIFF (Tagged Image File Format) 
TMA (Tissue microarray)  
TNM (Tumor Nodes Metastases) 
TOS (trasplante de órgano sólido) 
TPA (12-O-tetradecanoforbol-13-acetato) 
TRBP (TAR RNA binding protein) 
TSG (Tumor necrosis factor-inducible gene) 
UCSF (University of Califormia, San Francisco) 
ULC (ulceración),  
UTR (untranslated region) 
UV (ultravioleta) 
V.CTO (velocidad de crecimiento rápida –más de 5 mm / mes -),  
vs (versus) 
WNT (Wingless iNTegration site 1 gene) 
ZD (zona diferenciada) 
ZEB (Zinc finger E-box-binding) 
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